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1  Einleitung 
 
1.1  Die Niere 
 
1.1.1  Allgemeines 
 
Die Niere der Wirbeltiere (s. Abb. 1.1) ist ein paarig angelegtes, osmoregulatorisches Organ, 
das im Retroperitonealraum beidseitig der Lendenwirbelsäule gelegen ist und etwa 1 %  des 
gesamten Körpergewichtes ausmacht. Trotz ihrer geringen Größe weist die Niere eine 
anteilige Durchblutung von etwa 20-25 % des Herzzeitvolumens auf. Dies bedeutet, dass nach 
etwa 4-5 Minuten eine Flüssigkeitsmenge filtriert wird, die dem gesamten Blutvolumen 
entspricht. Die äußere Schicht, die auch Nierenrinde oder Kortex (Cortex renalis) genannt 
wird, wird von einer bindegewebigen Organkapsel (Capsula fibrosa renis) umhüllt, die 
ihrerseits wiederum von einer Fettkapsel und dem Fasziensack umgeben ist. Letztere halten 
die Niere in ihrer Lage verschieblich [1, 2]. Die innere Schicht der Niere bildet die Medulla, 
das Nierenmark. Aus diesem ragen Papillen in das Nierenbecken, zu dem der Harn aus den 
Sammelrohren befördert wird [1, 3]. 
 
1.1.2  Aufbau und Funktion 
 
Die funktionelle Grundeinheit der Niere ist das Nephron (s. Abb. 1.1). Dieses besteht aus dem 
Malphigi-Körperchen (Nierenkörperchen), auch Corpusculum renale genannt, und einem 
Nierenkanälchen, dem Tubulus. Das Malphigi-Körperchen wird aus Blutkapillarschlingen, 
dem sogenannten Glomerulus, gebildet. Über diesen stülpt sich das trichterförmig vertiefte 
Ende des Tubulus, wodurch ein doppelwandiger Becher, die Bowman-Kapsel, entsteht [2, 3]. 
Die wiederum daraus gebildete, sogenannte glomeruläre Filtrationsbarriere setzt sich aus drei 
Schichten zusammen: Dem Kapillarendothel, der Basalmembran und den Podozyten, die die 
innere Wand der Kapsel bilden.  
Die Funktion der Nieren besteht darin den Harn zu bereiten, mit dem sowohl schädliche 
Stoffwechselprodukte als auch Wasser ausgeschieden werden. Auf diese Weise wird der 
Flüssigkeitshaushalt und das innere Milieu der Gewebe reguliert und der Blut-pH-Wert, durch 
die Aufrechterhaltung der Wasserstoffionenkonzentration, konstant gehalten [2].  
Bei der Bildung des Primärharns (Ultrafiltrat) wird durch den im Körper vorherrschenden 
Blutdruck die Flüssigkeit zunächst durch das fenestrierte Endothel und die Basalmembran, die 
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unter anderem Kollagenfasern und Glykoproteine enthält, gepresst. Die Flüssigkeit, die nun 
aufgrund der Ladungseigenschaften der Basalmembran kaum mehr negativ geladene Proteine 
mit sich führt, passiert schließlich die Epithelzellschicht, die von den Podozyten gebildet 
wird. Sobald das Filtrat diese Schichten durchlaufen hat, gelangt es in das Tubulussystem, in 
dem die Reabsorption von Wasser und kleinmolekularen Stoffen (Salze, Glukose, 
Aminosäuren etc.), ebenso wie die Sekretion einer Vielzahl von Molekülen, stattfindet [1, 2]. 
 
 
Abb. 1.1: Schematische Darstellung einer linken Niere. Dargestellt ist die linke Niere eines erwachsenen 
Menschen in der Ventralansicht sowie als frontaler Halbierungsschnitt [4]. 
 
Der Nierentubulus gliedert sich in den proximalen Tubulus, den distalen Tubulus und in ein 
Überleitungsstück, die sogenannte Henle-Schleife. Der proximale Tubulus hat seinen 
Ursprung am Glomerulus und besteht aus einem gewundenen Teil (Pars contorta I), der in 
der Nierenrinde liegt, und aus einem geraden Teil (Pars recta I) der subkortikal, im 
Außenstreifen der Markaußenzone, liegt. In dem absteigenden Schenkel der Henle-Schleife, 
die im äußeren Mark (Innenstreifen der Markaußenzone) liegt und bis in das innere Mark 
reichen kann, setzt sich der Tubulus fort. Nach Bildung der Schleife geht der dünne 
aufsteigende Schenkel (Pars recta II) in den dicken aufsteigenden Schenkel (Pars contorta 
II), am Übergang des äußeren und des inneren Marks, über [5]. Der distale Tubulus eröffnet 
sich schließlich in das Sammelrohr, welches den Harn zum Nierenbecken leitet [3]. 
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1.1.3  Chronische Niereninsuffizienz als Folge renaler Fibrose 
 
Eine chronische Nierenerkrankung (chronic kidney disease = CKD) beschreibt einen Zustand, 
in dem die renale, exkretorische Funktion irreversibel und progressiv, als Konsequenz einer 
renalen Gewebeschädigung und des Verlustes an Nephronen, abnimmt.   
Wegen der hohen Auftrittsrate, Verbreitung und auch der unverhältnismäßigen Dialysekosten, 
repräsentiert die CKD eine enorme menschliche, sozioökonomische und klinische Last. Nach 
einer Schätzung haben 10-20 % der adulten Population, zumindest zu einem gewissen Grad, 
eine CKD. Zudem werden 2 % der gesamten Gesundheitskosten in vielen Industrieländern für 
Dialysen ausgegeben [6, 7]. 
Eine CKD kann durch eine Vielzahl von Faktoren begünstigt werden. Dazu gehören Diabetes, 
Infektionen, Bluthochdruck, genetische Veränderungen, Arteriosklerose ebenso wie renale 
Arterien- und Ureterobstruktionen [6]. Ungeachtet der initialen Ursache zeichnet sich eine 
progressive CKD oft durch eine sich weit ausbreitende Gewebevernarbung, die man auch als 
Fibrose bezeichnet, aus. Dies führt zu einer kompletten Zerstörung des Nierenparenchyms mit 
einem daraus resultierenden Abfall der renalen Funktion über eine Zeitspanne von Jahren 
oder Dekaden. Schließlich kommt es zum terminalen Stadium der Niereninsuffizienz (end-
stage renal disease = ESRD), einem Zustand, der Dialyse oder eine Nierentransplantation 
unabdingbar macht [6, 8].  
Eine finale gemeinsame Erscheinungsform der CKD ist die renale Fibrose, die durch eine 
Glomerulosklerose und eine tubulointerstitielle Fibrose charakterisiert ist. Dabei kommt es zu 
einer exzessiven Akkumulation von extrazellulärer Matrix, die gleichzeitig den wichtigsten 
Faktor/Einflusswert für die Organprognose und die renale exkretorische Funktion darstellt [8, 
9]. Letztere definiert sich über die sogenannte glomeruläre Filtrationsrate (GFR), die ein 
Flüssigkeitsvolumen beschreibt, das pro Zeiteinheit von allen Glomeruli filtriert wird und 
somit ein Maß für die Ausscheidungsfähigkeit der Nieren (Clearance) darstellt [2].   
Nachfolgend findet sich eine Unterteilung von CKDs in GFR-Kategorien mit Definition nach 
KDIGO 2012 Clinical Practice Guideline for the Evaluation and Management of Chronic 
Kidney Disease (s. Tab. 1.1). 
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Tab. 1.1: Die glomeruläre Filtrationsrate, GFR, beschreibt das Flüssigkeitsvolumen, das pro Zeiteinheit von allen 
Glomeruli filtriert wird und ist ein Maß für die Ausscheidungsfähigkeit der Nieren (Clearance) [2]. Die 
Einteilung der GFR-Kategorien ist aus „KDIGO 2012 Clinical Practice Guideline for the Evaluation and 
Management of Chronic Kidney Disease” entnommen. 
 
1.2 Unilaterale Ureterobstruktion als Tiermodell der renalen interstitiellen 
Fibrose 
 
Das Tiermodell der unilateralen Ureterobstruktion (UUO) (s. Abb. 1.2) ist, trotz seiner 
signifikanten Limitationen, ein gut etabliertes, experimentelles Modell zur Untersuchung 
tubulointerstitieller Nierenfibrose [10, 11]. Es rekapituliert die fundamentalen pathogenen 
Mechanismen, die alle Formen einer CKD charakterisieren und das in einer relativ kurzen 
Zeitspanne [10]. Weitere Vorteile liegen darin, dass keine Notwendigkeit zum Einsatz von 
exogenen Toxinen oder einer „urämischen Umgebung“ besteht, und dass die Möglichkeit 
gegeben ist, die kontralaterale Niere als Kontrolle zu verwenden [12]. 
 
Abb. 1.2: Unilaterale Ureterobstruktion an der linken Mausniere. Der gefüllte Pfeil zeigt die Ligatur des 
linken Ureters, der nicht-gefüllte Pfeil das geweitete Nierenbecken 15 Tage nach Obstruktion des Ureters [13]. 
 
Die Effekte, die durch eine UUO ausgelöst werden, sind umfassend und gehen mit deutlichen, 
renalen hämodynamischen und metabolischen Veränderungen einher, gefolgt von tubulären 
 GFR-Kategorie  Definition  GFR (ml/min./1,73 m2) 
 G1  normal oder erhöht über 90 
 G2  leicht niedriger 60-89 
 G3a  leicht bis moderat niedriger 45-59 
 G3b  moderat bis deutlich niedriger 30-44 
 G4  deutlich niedriger 15-29 
 G5  Nierenversagen unter 15 
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Schäden und einen durch Apoptose oder Nekrose induzierten Zelltod, sowie einer 
interstitiellen Infiltration von Makrophagen. Die Proliferation von interstitiellen Fibroblasten, 
deren Aktivierung die Transformation zu Myofibroblasten bedeutet, führt schließlich zu einer 
exzessiven Deposition von extrazellulärer Matrix und zur renalen Fibrose [12, 14]. 
 
1.3     Das Platelet-Derived Growth Factor (PDGF)-System 
 
1.3.1  Struktur und Biochemie der PDGF-Isoformen 
 
Die Platelet-Derived Growth Factor (PDGF)-Familie umfasst die vier verschiedenen 
Isoformen PDGF-A, -B, -C und -D sowie die Rezeptorketten PDGFR-α und -β. Die historisch 
zuerst beschriebenen, klassischen PDGF-Isoformen, PDGF-A und PDGF-B werden als 
Homodimere (PDGF-AA und PDGF-BB) oder Heterodimere (PDGF-AB) sekretiert und 
binden an die dimeren PDGF-Rezeptoren (PDGFR-αα, -αβ und -ββ), wobei PDGF-A 
ausschließlich an die PDGFR-α Kette bindet, PDGF-B hingegen einen Liganden für alle 
Rezeptortypen darstellt (s. Abb. 1.4) [15-17]. 
Die PDGF-B Kette hat eine molekulare Masse von 14 kDa, wohingegen PDGF-A in zwei 
alternativen Splice-Varianten vorkommt. Die längere Isoform, mit einer molekularen Masse 
von 16 kDa, verbleibt nach der Sekretion an der Zelloberfläche, die kürzere Isoform wird 
dagegen in das extrazelluläre Medium entlassen [15, 18]. 
Die Isoformen PDGF-C und PDGF-D, die mehr als 20 Jahre später entdeckt wurden, werden 
als 55 kDa und 49 kDa Homodimere sekretiert [15, 19, 20] und unterscheiden sich von den 
klassischen PDGF-Isoformen, da sie im Gegensatz zu diesen ausschließlich als latente 
Faktoren gebildet werden. Für die Aktivierung der Isoformen PDGF-C und -D erfolgt die 
proteolytische Abspaltung der sogenannten CUB (complement C1r/C1s, Uegf, Bmp1)-
Domäne [15], die sich am N-Terminus der Ketten befindet [19]. Die für die PDGFR-Bindung 
und -Aktivierung erforderliche, proteolytische Spaltung von PDGF-CC erfolgt dabei durch 
den tPA (tissue-type plasminogen activator) oder Plasmin, die von PDGF-DD durch den uPA 
(urokinase-type plasminogen activator) oder ebenfalls durch Plasmin (s. Abb. 1.4) [16, 21]. 
Da die PDGF-Isoformen dimere Moleküle sind und damit auch zwei 
Rezeptorbindungsepitope besitzen, bindet ein PDGF-Dimer zwei Rezeptorketten gleichzeitig 
und formt somit eine Brücke zwischen den Rezeptoren. Dies führt zu einer Dimerisierung der 
PDGF-Rezeptoren und somit zur Aktivierung bzw. Autophosphorylierung dieser. Dadurch, 
dass der α-Rezeptor die A- und B-Kette bindet, der β-Rezeptor im Gegensatz dazu aber 
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lediglich mit hoher Affinität die B-Kette, induzieren die verschiedenen Isoformen nach 
Bindung an die Rezeptorketten auch unterschiedliche Kombinationen von Rezeptordimeren. 
Somit induziert PDGF-AA PDGFR-αα-Homodimere, PDGF-AB PDGFR-αα und/oder -αβ-
Dimere und PDGF-BB alle drei möglichen Kombinationen von Rezeptordimeren [22, 23]. 
Die Homodimere PDGF-CC und PDGF-DD binden hingegen beide, jedoch lediglich mit 
einer geringen Affinität, an den PDGFR-αβ. PDGF-CC stellt zudem einen spezifischen 
Liganden für den PDGFR-αα dar und PDGF-DD für den PDGFR-ββ.  
Die PDGFR-α und -β sind strukturell verwandte Protein-Tyrosin-Kinase-Rezeptoren, die eine 
molekulare Masse von etwa 170 bzw. 180 kDa aufweisen. Extrazellulär besitzt jeder Rezeptor 
fünf Immunglobulin-ähnliche Domänen sowie eine intrazelluläre Tyrosin-Kinase-Domäne, 
die eine charakteristische, insertierte Sequenz ohne Homologie zu Kinasen aufweist [23].  
 
1.3.2  PDGF-kodierende Gene 
 
Die Gene, die die vier verschiedenen PDGF-Ketten kodieren, befinden sich auf vier 
unterschiedlichen Chromosomen. Das humane pdgfa befindet sich auf Chromosom 7, pdgfb  
auf Chromosom 22, pdgfc auf Chromosom 4 und pdgfd auf Chromosom 11. Die genetische 
Organisation der pdgf-Gene ist sehr ähnlich, wobei sowohl die pdgfc-, als auch die pdgfd-
Gene aufgrund von längeren Introns größer sind und damit etwa 200 kb, verglichen mit den 
20 kb der pdgfa- und pdgfb-Gene, umfassen.  
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Abb. 1.3: Genomische Organisation der Gene der PDGF-Isoformen. Die Exons sind als Boxen dargestellt 
und die Länge der kodierenden Sequenzen unter jeder Box mit der Anzahl an Basenpaaren markiert 
(ausschließlich bei pdgfc und pdgfd). Ebenso sind Start (ATG)- und Stopkodons sowie deren Polypeptidlängen 
(Aminosäurereste; angegeben in Klammern hinter dem STOP) dargestellt. Die Sequenzen, die proteolytisch 
gespalten werden, sind mit Pfeilen gekennzeichnet oder in grau eingefärbt. Die Signalsequenzen sind in blau, die 
CUB-Domäne-kodierenden Sequenzen in grün und die Wachstumsfaktor-Domänen in rot dargestellt. Das Gen 
pdgfa ist mit beiden Splice-Varianten dargestellt [24]. 
 
Die Gene pdgfa und pdgfb weisen jeweils sieben Exons auf: Das erste Exon kodiert die 
Signalsequenz, die Exons 2 und 3 kodieren die N-terminalen Vorläufersequenzen der growth 
factor-Domäne, die durch intrazelluläre Prozessierung innerhalb des trans-Golgi entfernt 
werden. Die Exons 4 und 5 kodieren für die growth factor-Domäne, Exon 6 kodiert für die C-
terminalen Sequenzen, die während der Proteinreifung proteolytisch prozessiert werden und 
in der kürzeren Splice-Variante der PDGF-A Kette nicht existieren. Exon 7 ist sowohl im 
pdgfa- als auch im pdgfb-Gen hauptsächlich nicht-kodierend (s. Abb. 1.3, oben). 
Das pdgfc-Gen besteht aus 6 Sequenz-kodierenden Exons, wohingegen pdgfd über ein 
zusätzliches Exon verfügt. Exon 1 kodiert in beiden Genen für das Signalpeptid, die Exons 2 
und 3 kodieren für die CUB-Domäne. Das Exon 4 im pdgfc-Gen trägt die Informationen für 
die hinge-Region, dessen Sequenzen für konservierte basic motifs kodieren, die denen in 
PDGF-A und -B ähnlich sind und beide strukturellen Domänen innerhalb des 
Wachstumsfaktors verbindet. Im pdgfd-Gen wird die besagte Region von 2 Exons kodiert, 
von den Exons 4 und 5. Entsprechend dieser Unterschiede kodieren die Exons 5 und 6 im 
1 
124 
2 
205 
3 
181 
4 
63 
5 
199 
6 
215 
7 
123 
pdgfd 
pdgfc 
ATG 
ATG 
ATG 
1       2        3           4          5       6             7 
pdgfb 
pdgfa 
1       2        3          4           5       6               7 
STOP(370) 
STOP(345) 
STOP(241) 
STOP(196) 
1 
118 
2 
196 
3 
181 
4 
208 
5 
218 
6 
114 
Exon 
Coding bp 
Exon 
Coding bp 
Exon 
Exon 
ATG STOP(211) 
R(86)S 
R(77)S 
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pdgfc-Gen bzw. die Exons 6 und 7 im pdgfd-Gen für die Wachstumsfaktor-Domäne (s. Abb. 
1.3, unten) [19, 20, 24].  
 
1.3.3  PDGF-Signaltransduktion 
 
Die Dimerisierung der Rezeptoren stellt die Schlüsselrolle für die PDGF-Rezeptor-
Aktivierung, durch das Näherbringen der intrazellulären Teile des Rezeptors, dar. Letzteres 
wiederum erlaubt eine Autophosphorylierung, dessen Funktion die Regulation der 
katalytischen Aktivität der Kinase ist [22, 25]. Eine der Autophosphorylierungsstellen des 
PDGFR-β ist Tyr857, das im Inneren der Kinase-Domäne lokalisiert und im PDGFR-α 
Tyr849, wie auch in fast allen anderen Tyrosin-Kinase-Rezeptoren, konserviert ist. Die zweite 
Autophosphorylierungsstelle liegt außerhalb der Kinase-Domäne des PDGFR-α bzw. -β [22].  
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Abb. 1.4: PDGF- und PDGFR-Signaltransduktion. Die Dimere PDGF-AA, -AB und -BB werden in ihrer 
aktiven Form sekretiert. PDGF-CC und -DD werden in ihrer inaktiven Form, mit einer CUB-Domäne, sekretiert. 
Die für die PDGF-Rezeptor-Bindung und -Aktivierung erforderliche proteolytische Spaltung dieser Domäne 
erfolgt bei PDGF-CC durch den tPA oder Plasmin, bei PDGF-DD durch den uPA oder Plasmin. Die Bindung 
von PDGF und PDGF-Rezeptor induziert eine Autophosphorylierung an der zytoplasmatischen Tyrosin-Kinase-
Domäne des PDGF-Rezeptors und nachfolgend die Rekrutierung der SH2- und SH3-tragenden Proteine. Die 
hauptsächlichen Signalkaskaden verlaufen über den PI3K-, JAK/STAT-, PLC-γ- oder den RAS/MAPK-Weg, 
resultierend in der Expression von Genen, die in der Migration, Proliferation und dem Überleben der Zelle 
mitwirken. Einige Faktoren sind im crosstalk mit der PDGF-Signaltransduktion involviert, beispielsweise die 
Integrin-Signaltransduktion. Andere Faktoren involvieren NHERFs, die die  PDGF-Signaltransduktion durch die 
Verknüpfung des PDGFR-β mit der fokalen Adhäsionskinase und dem kortikalen Aktin-Zytoskelett verstärken 
[16]. Akt/PKB = Proteinkinase B; Ca = Calcium; CUB = complement C1r/C1s, Uegf, Bmp1; F-actin = 
filamentous actin; ECM = extracellular matrix; FAK = Focal Adhesion Kinase (fokale Adhäsionskinase);    
JAK = Januskinase, JNK = c-Jun N-terminale Kinase; MAPK = mitogen-activated protein-kinase; MERM = 
merlin/ezrin/radixin/moesin; NHERF = Na+/H+ exchanger regulatory factor; p70S6K = p70 ribosomal S6 kinase 
beta-1; PDGF = Platelet-Derived Growth Factor; PDGFR = Platelet-Derived Growth Factor Receptor; PI3K = 
Phosphatidylinositol-3-Kinase; PKC = Proteinkinase C; PLC-γ = Phospholipase C-γ;  RAS = Rat sarcoma; SH = 
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Src homology; STAT = Signal Transducers and Activators of Transcription; tPA = tissue-type plasminogen 
activator; uPA = urokinase-type plasminogen activator.       
 
Die intrazelluläre Transduktion von Signalen beinhaltet die direkte Interaktion zwischen 
Komponenten der unterschiedlichen Signalwege. Solche Interaktionen werden dabei durch 
spezifische Domänen, wie der SH2-Domäne (Src homology 2), ausgeführt [23].    
Es sind dabei mehrere Proteine mit SH2-Domänen bekannt, die an die PDGFR-α und -β 
binden und aktiviert werden. Einige dieser Moleküle sind dabei ihrerseits Enzyme, wie die 
PI3-Kinase (Phosphatidylinositol-3-Kinase), die PLC (Phospholipase-C)-γ, die 
Tyrosinphosphatase SHP-2, die Src-Familie von Tyrosinkinasen, ebenso wie das GTPase 
aktivierende Protein (GAP) für Ras (s. Abb. 1.4). Andere Moleküle, wie Crk, Shc, Nck, Grb2, 
Grb7 und Mitglieder der STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription)-Familie 
besitzen Adapterfunktionen, indem sie den Rezeptor mit den katalytischen Molekülen 
verbinden. Insgesamt führt jede Bindung einer SH2-Domäne an den PDGF-Rezeptor zur 
Initiierung  eines Signaltransduktionsweges [22, 23].  
Einer dieser Signalwege führt, wie bereits erwähnt, über die PI3-Kinase. Diese stellen eine 
Familie von Enzymen dar, die für die Phosphorylierung von Phosphoinositiden an ihrer 3`-
Position verantwortlich sind und teilweise mit den PDGF-Rezeptoren interagieren und von 
ihnen aktiviert werden [22, 26-28]. Dabei wird ihnen eine wichtige Rolle in der PDGF-
stimulierten Aktin-Reorganisation, der direkten Zellbewegung, ebenso wie in der Stimulation 
von Zellwachstum und Inhibition der Apoptose zugesprochen [22].    
Ein weiterer Signalweg führt über die Aktivierung der PLC-γ, deren Substrat 
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat (PI(4,5)P2) darstellt. Die daraus entstehenden Produkte, 
Inositol 1,4,5-triphosphat und Diacylglycerol, mobilisieren intrazelluläres Calcium aus 
internen Speichern und aktivieren Mitglieder der PKC-Familie. Die Bindung der PLC-γ an 
den PDGF-Rezeptor führt zu dessen Phosphorylierung an spezifischen Tyrosinresten, wobei 
die katalytische Aktivität ansteigt [23, 29-31]. 
 
1.3.4  PDGF und PDGF-Rezeptoren in der renalen Entwicklung 
 
Die PDGF-Isoformen, wie auch die PDGF-Rezeptoren, spielen eine wichtige Rolle während 
der embryonalen Entwicklung. Dies wird dadurch deutlich, dass die Inaktivierung der Gene 
für die PDGF-A- und die PDGF-B-Kette, ebenso wie für den PDGFR-α und -β, bei Mäusen 
während der Embryogenese oder perinatal zum Tode führt [23]. Mäuse, die durch eine 
Defizienz für den PDGFR-α charakterisiert sind, zeigen eine Fehlentwicklung von 
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mesenchymalen Strukturen und weisen keine renalen Fibroblasten auf [32]. Das Fehlen der B-
Kette oder des PDGFR-β führt in beiden Fällen dazu, dass keine Mesangialzellentwicklung 
und damit keine Nierenfunktion existiert [23].  
In späteren Entwicklungsstadien werden die PDGF-Rezeptoren häufig in den mesenchymalen 
Strukturen exprimiert, die Liganden in den angrenzenden Epithelschichten. So wird 
beispielsweise die B-Kette im glomerulären Epithel und der PDGFR-β im metanephrischen 
Blastem exprimiert [23, 32, 33].  
Eine deutliche Expression von PDGF-CC wird in der sich entwickelnden humanen Niere 
häufig innerhalb der Ureterknospe und des metanephrischen Blastems detektiert. Dagegen ist 
die Expression in den frühen Stadien der Entwicklung, z. B. bei Ausbildung der glomerulären 
Vesikel, in den Komma- oder S-Formen der sich entwickelnden Glomeruli, zumeist komplett 
negativ. In weiter differenzierten Glomeruli kann PDGF-CC ausschließlich im sich 
entwickelnden Mesangium nachgewiesen werden, während andere glomeruläre Zelltypen, 
wie Endothelzellen und Podozyten, negativ für PDGF-CC sind. Darüber hinaus kann    
PDGF-CC in den parietalen Epithelzellen weiter-differenzierter Glomeruli detektiert werden. 
In den Blutgefäßen der fetalen Niere wird PDGF-CC regulär in den glatten Muskelzellen der 
kleinen Arterien und Arteriolen exprimiert und in diesen arteriellen Gefäßen zusätzlich von 
Endothelzellen [34].  
 
1.3.5 PDGF- und PDGF- Rezeptor-Expression in der humanen- und in der 
Nager-Niere 
 
Die Expression der PDGF-Rezeptoren ist gut untersucht. Sowohl PDGFR-α als auch  
PDGFR-β werden in den mesenchymalen Zellen der Niere, wie z. B. in den glomerulären 
Mesangialzellen, interstitiellen Fibroblasten und den glatten Muskelzellen der Gefäße, 
konstitutiv exprimiert. Im Gegensatz dazu werden die Rezeptoren unter normalen, wie auch 
pathologischen Bedingungen, nicht in den epithelialen Zellen, wie den Podozyten oder den 
Tubuluszellen, exprimiert. Eine fokale Expression des PDGFR-β erfolgt jedoch in den 
epithelialen Parietalzellen. Unklar ist bis jetzt, ob die PDGF-Rezeptoren auf residenten 
Makrophagen und dendritischen Zellen in der Niere exprimiert werden [15, 16]. 
Die Expression der PDGFR-Liganden ist weniger gut charakterisiert: In den VSMC (vascular 
smooth-muscle cells = glatte Gefäßmuskelzellen), wie auch in den Mesangialzellen, scheinen 
alle PDGF-Isoformen exprimiert zu sein, auch wenn die Daten hierzu zwischen den Spezies 
und Pathologien ein wenig variabel sind [15, 16]. Im Tubulointerstitium finden sich      
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PDGF-AA, -CC und -DD in einigen Tubuluszellen und Sammelrohren. Weiterhin wird 
PDGF-DD im Menschen von Podozyten und fokal von Parietalepithelzellen exprimiert, in 
Mäusen aber hauptsächlich von Mesangialzellen. Ebenso wie PDGF-DD wird PDGF-CC von 
humanen, parietalen Epithelzellen und weiterhin im sich entwickelnden Mesangium 
exprimiert [16]. Nach Verletzung werden sowohl PDGF-BB als auch PDGF-DD deutlich, und 
zum Teil de novo, in Tubuluszellen exprimiert [15, 35-37], wohingegen PDGF-CC 
hauptsächlich von infiltrierenden Makrophagen exprimiert zu sein scheint [16, 35, 38].    
PDGF-CC wird in der gesunden humanen Niere von Tubulusepithelzellen der Henle-Schleife, 
der distalen Tubuli und der Sammelrohre exprimiert, lässt sich aber nicht in den proximalen 
Tubuli nachweisen [34]. Im Gegensatz dazu wird PDGF-CC in der gesunden Niere der Ratte 
weder in den distalen Tubuli noch von Parietalzellen exprimiert. In Übereinstimmung mit der 
humanen Niere lässt sich PDGF-CC aber ebenso in den Sammelrohren der Rattenniere 
nachweisen [39]. 
 
1.4  PDGF-C in der Pathogenese renaler Erkrankungen 
 
Die Komponenten des PDGF-PDGFR-Systems sind in den Zellen der Nieren, wie den 
Endothel-, Tubulusepithel- und den interstitiellen Zellen, sowohl konstitutiv als auch 
induzierbar exprimiert [38, 40-45]. Eine veränderte Expression ist charakteristisch für nahezu 
alle experimentellen und humanen Nierenerkrankungen, wobei Interventionsstudien dabei 
PDGF-C als einen Mediator der renalen interstitiellen Fibrose identifizieren konnten [35].  
Sowohl die genetische Defizienz von PDGF-C als auch die Anwendung von neutralisierenden 
Antikörpern gegen PDGF-C mildert signifikant die Entwicklung einer Fibrose im murinen 
Modell der obstruktiven Nephropathie (UUO) [16, 38].  
PDGF-CC wird in gesunden Nieren von Mäusen in den glatten Muskelzellen der Arteriolen 
ebenso wie in einigen Tubulusepithelzellen exprimiert. Im Gegensatz dazu wird der 
Wachstumsfaktor nach Induktion einer renalen Fibrose zusätzlich in einigen interstitiellen 
Zellen exprimiert, wobei diese als ER-HR3-positive Makrophagen identifiziert werden 
konnten. Diese waren im UUO-Modell nach Behandlung mit PDGF-C-neutralisierendem 
Antikörper im Vergleich zu Mäusen, die mit irrelevantem IgG behandelt wurden, um 90 % 
reduziert [38]. 
Ähnliche Resultate zeigten sich bei einem weiteren Experiment: Hierbei entwickelten   
PDGF-C-defiziente Mäuse eine geringer ausgeprägte renale Fibrose im Vergleich zu ihren 
Wildtyp-Wurfgeschwistern, einhergehend mit einer 65 %igen Reduktion tubulointerstitieller 
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Akkumulation von αSMA-positiven Myofibroblasten und eine um 78 % geringere Expression 
ER-HR3-positiver Makrophagen im Vergleich zu den Wildtyp-Geschwistertieren [38]. Diese 
Effekte scheinen hierbei spezifisch für die Niere, da bei der hepatischen Fibrose solche 
Beobachtungen nicht gemacht werden konnten [16, 46].  
Im experimentellen Modell der mesangioproliferativen Glomerulonephritis in Ratten findet 
sich eine erhöhte Expression von PDGF-CC im Mesangium. Andere glomeruläre 
Krankheitsbilder der Ratte, mit überwiegend sklerotischen Läsionen oder podozytären 
Verletzungen, zeigen dagegen eine nahezu komplett negative glomeruläre PDGF-CC-
Expression [39].  
Der Wachstumsfaktor PDGF-C wirkt jedoch nicht nur pro-fibrotisch, sondern hat ebenso   
pro-angiogene Eigenschaften, die 2010 von Boor et al. untersucht wurden [47]. Dabei konnte 
gezeigt werden, dass die Infusion von PDGF-C in nephritische Ratten zu einer signifikanten 
Reduktion von Mesangiolyse und Mikroaneurysmen führt, wohingegen es zu einer 
beschleunigten Regeneration des glomerulären Endothels sowie zu einer gesteigerten 
Proliferation der glomerulären Endothelzellen kommt [47].  
 
1.5  Generierung der PDGF-C-knockout-Maus  
 
Die in dieser Arbeit verwendeten PDGF-C-defizienten Mäuse sind dadurch charakterisiert, 
dass im mutierten Lokus des pdgfc-Gens Exon 2 durch eine SA-IRES-βgeopA Kassette 
ersetzt ist (s. Abb. 1.5), wie es von Ding et al. 2004 beschrieben wurde [48]. Diese enthält 
unter anderem das lacZ-Gen, das für die β-Galaktosidase kodiert. Das Enzym wiederum kann 
durch die Zugabe des Substrates X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-β-D-galactopyranosid) 
visualisiert werden, da die β-Galaktosidase das Substrat X-Gal zu Galaktose und 5-Brom-4-
chlor-indoxyl hydrolisiert, wobei letztgenanntes vom Luftsauerstoff zu einem blauen 
Farbstoff (5,5´-Dibrom-4,4´-dichlor-indigo) oxidiert wird. Dies führt dazu, dass das Auftreten 
des PDGF-C-knockout in einer bestimmten Zelle über die X-Gal-Färbung identifiziert werden 
kann. 
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Abb. 1.5: Knockout des pdgfc-Gens in Mäusen. Struktur des Wildtyp-PDGF-C Lokus und des targeting 
Vektors (oben) sowie des mutierten Lokus (unten), der durch eine SA-IRES-βgeopA Kassette ersetztes Exon 2 
aufweist [48]. 
 
1.6     Ziel der Arbeit 
 
Renale Fibrose ist durch eine exzessive Matrixakkumulation charakterisiert, die in nahezu 
allen Typen chronischer Nierenerkrankungen auftritt. Sie ist in der Regel ein fortschreitender 
Prozess, der schließlich in eine terminale Niereninsuffizienz mündet und somit zur 
Notwendigkeit von Nierenersatztherapien wie Dialyse oder Nierentransplantation führt [8]. 
Aus diesem Grund besteht ein großes Bestreben ursächliche Faktoren im Verlauf dieses 
Krankheitsbildes zu identifizieren, zu charakterisieren und mögliche Therapieansätze 
abzuleiten.  
Als ein zentraler pro-fibrotischer Faktor für die Niere konnte in der jüngeren Vergangenheit 
der Wachstumsfaktor PDGF-C identifiziert werden. Genetische Defizienz oder spezifischer 
Antagonismus von PDGF-C führte in experimenteller Nierenfibrose in Mausmodellen zu 
einer deutlichen Reduktion renaler Fibrose und renaler Inflammation. Diese Erkenntnisse 
wurden im Jahr 2008 von Eitner et al. (genauere Erläuterungen unter 1.4) veröffentlicht. Ein 
weiterer wichtiger Befund dieser Studien war, dass PDGF-C in der Nierenfibrose unter 
anderem von infiltrierenden Makrophagen exprimiert wird [38].  
Zentrales Ziel der hier durchgeführten Arbeit, insbesondere im Hinblick auf gezieltere 
therapeutische Ansätze, waren jetzt Untersuchungen zur Frage nach der Herkunft des pro-
fibrotischen PDGF-C in der Niere sowie nach der Rolle des genetischen Hintergrundes für 
den Erfolg einer PDGF-C-Antagonisierung.  
1) Wird der Fibrose-relevante Wachstumsfaktor im Wesentlichen durch endogene, renale 
Zellen exprimiert und sezerniert, oder eher durch zirkulierende Zellen wie Makrophagen aus 
dem Knochenmark? Zur Beantwortung dieser Frage wurden PDGF-C-defiziente- und 
Wildtyp-Mäuse einer myeloablativen Ganzkörperbestrahlung mit anschließender 
Transplantation von Knochenmark aus Wildtyp- bzw. PDGF-C-defizienten Tieren 
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unterzogen. Anschließend wurde bei den transplantierten Mäusen renale Fibrose induziert und 
das Ausmaß quantifiziert. 
2) Welche Rolle hat der genetische Hintergrund für die pro-fibrotischen Eigenschaften von 
PDGF-C? Hierzu wurde die Reduktion tubulointerstitieller Fibrose in anti-PDGF-C-
behandelten Mäusen aus unterschiedlichen genetischen Hintergründen analysiert. 
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2  Material 
 
2.1  Verbrauchsmaterial 
 
Cryomold® Intermediate 15 x 15 x 5 mm  Sakura (Staufen) 
Cryoröhrchen, mit Innengewinde und  
Silikondichtung, 48 mm, freistehend  Carl Roth (Karlsruhe) 
Deckgläser, quadratisch, 24 x 24 mm  Carl Roth (Karlsruhe) 
Entsorgungsbeutel     Carl Roth (Karlsruhe) 
Eppendorfreaktionsgefäße    Eppendorf (Hamburg) 
Filterpapier, 90 mm     Macherey-Nagel (Düren) 
Glaskapillaren aus Sodaklarglas   Hilgenberg (Malsfeld) 
Hybond ECL 0,45 µm (30 cm x 3 m)  GE Healthcare (München) 
Kanüle, 21G, 50 mm     Becton Dickinson (Franklin Lakes, USA) 
Kanüle, 27G, 19 mm     Becton Dickinson (Franklin Lakes, USA) 
Mersilene 5-0, 3/8 Kreis schneidende Nadel  Ethicon (Norderstedt) 
Nitrocellulose-Membran, 0,45 µm   Schleicher & Schuell (Dassel) 
NuPAGE® Novex® 4-12 % Bis-Tris Gels,  
1,5 mm, 15 well    Life Technologies (Darmstadt) 
Präparate-Mappe     Medite (Burgdorf) 
Röhrchen, 50 ml, Pp, konischer Boden  Greiner Bio One (Frickenhausen) 
Rotilabo®-Verschlussclips    Carl Roth (Karlsruhe) 
Serologische Pipette, 2 ml    Greiner Bio One (Frickenhausen) 
Serologische Pipette, 5 ml    Greiner Bio One (Frickenhausen) 
Serologische Pipette, 10 ml    Costar (Darmstadt) 
Serologische Pipette, 25 ml    Greiner Bio One (Frickenhausen) 
Skalpelle      pfm medical (Köln) 
Spritze, 5 ml       Terumo (Eschborn) 
Spritze, 10 ml      Terumo (Eschborn) 
Tuberkulinspritze, 27G 3/8    Becton Dickinson (Franklin Lakes, USA) 
Uni-Cassette® TTIII Einbettkassette grün  Sakura (Staufen) 
 
2.2  Reagenzien und Chemikalien 
 
2-Mercaptoethanol     Sigma-Aldrich (Steinheim) 
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2-Methylbutan     Carl Roth (Karlsruhe) 
2-Propanol      Merck (Darmstadt) 
3,3´-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid-Hydrat Sigma-Aldrich (Steinheim) 
Agarose      Eurogentec (Köln) 
Borgal-Lösung, 24 %     Virbac (Bad Oldesloe) 
Bromphenolblau     Sigma-Aldrich (Steinheim) 
Buprenorphinhydrochlorid (Temgesic®)  Reckitt Benckiser Healthcare (Mannheim) 
Chloroform      VWR (West Chester, USA) 
Dimethylformamid     Merck (Darmstadt) 
DMEM      Life Technologies (Darmstadt) 
DNA Ladder, 100 bp     Life Technologies (Darmstadt)  
dNTP-Set 1 (pH 7)     Carl Roth (Karlsruhe) 
Entwickler G153A und G153B   AGFA (Mortsel, BE) 
Eosin       Sigma-Aldrich (Steinheim) 
Ethanol, 100 % Hauseigene Apotheke des 
Universitätsklinikums Aachen (Aachen) 
Ethanol, absolut     Merck (Darmstadt) 
Ethylendiamintetraessigsäure   Merck (Darmstadt) 
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)- 
N,N,N′,N′-tetraessigsäure   Sigma-Aldrich (Steinheim) 
Fetales Kälberserum     Life Technologies (Darmstadt) 
Glutaraldehyd      Sigma-Aldrich (Steinheim) 
Hepes       Life Technologies (Darmstadt) 
Hospisept Lysoform - Dr. Hans Rosemann GmbH 
(Berlin) 
Kaliumferricyanid     Sigma-Aldrich (Steinheim) 
Kaliumferrocyanid     Sigma-Aldrich (Steinheim) 
Ketamin, 10 %     Ceva (Düsseldorf) 
L-Glutamin (200 mM)    Life Technologies (Darmstadt) 
Magnesiumchlorid-Hexahydrat   Merck (Darmstadt) 
Mayer´s Hematoxylin Solution   Sigma-Aldrich (Steinheim) 
Methanol      VWR (West Chester, USA) 
Methylgrün      Sigma-Aldrich (Steinheim)  
Milchpulver      Carl Roth (Karlsruhe) 
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Natriumchlorid     VWR (West Chester, USA) 
Natriumdodecylsulfat     Serva (Heidelberg) 
Nickelchlorid      Carl Roth (Karlsruhe) 
NuPAGE® MES SDS Running Buffer (20x) Life Technologies (Darmstadt) 
PBS, pH 7,4      Life Technologies (Darmstadt) 
Penicillin-Streptomycin (10000 U/mL)  Life Technologies (Darmstadt) 
Perjodsäure      Sigma-Aldrich (Steinheim) 
Pierce ECL Western Blotting Substrate  Thermo Scientific (Waltham, USA) 
Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor Promega (Mannheim) 
RNAlater® RNA Stabilisierungs-Lösung  Life Technologies (Darmstadt) 
Roti®-Histokitt     Carl Roth (Karlsruhe) 
Schiffs Reagenz     Merck (Darmstadt) 
Schwefelsäure, 25 %     Merck (Darmstadt) 
Sodium-Deoxycholat     Sigma-Aldrich (Steinheim) 
Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder Thermo Scientific (Waltham, USA) 
Tissue-Tek® O.C.T™    Sakura Finetek Europe B.V. 
       (Alphen aan den Rijn, NL) 
Triton X-100      Sigma-Aldrich (Steinheim) 
Trypan Blau Lösung, 0,4 %    Life Technologies (Darmstadt) 
Tween® 20      Sigma-Aldrich (Steinheim) 
Wasserstoffperoxid, 30 %    AppliChem (Darmstadt) 
X-beta-Gal      Carl Roth (Karlsruhe) 
Xylazin, 2 %      Medistat (Ascheberg) 
Xylol       Fischar (Saarbrücken) 
 
2.3  Geräte 
 
7300 Real Time PCR System   Applied Biosystems (Foster City, USA) 
Agarose-Gel-UV-Auswertungssystem  Biorad (München) 
Ausblockautomat, Paraffinausgießstation EG1160  Leica (Nussloch) 
Brutschrank Hera cell    Hereaus (Hanau) 
CP-160 Cabinet X-Radiator™ System  Faxitron X-Ray (Arizona, USA) 
Curix 60, Entwickler     AGFA (Mortsel, BE) 
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Feuchte Kammer  Wissenschaftliche Werkstatt des 
Universitätsklinikums Aachen (Aachen) 
Gelkammer Mini-Sub® Cell GT   Biorad (München) 
Gelkammer Sub Cell® GT    Biorad (München) 
Gewebeentwässerungsautomat   Slee (Mainz) 
Homogenisator RZR 2020    Heidolph (Schwabach) 
Kauter ERBOTOM ACC450    Erbe (Tübingen) 
Kryostat CM3050 S     Leica (Nussloch) 
Kühlplatte COP30     Medite (Burgdorf) 
Magnetrührer MR 2002    Heidolph (Schwabach) 
Magnetrührer MR 3001    Heidolph (Schwabach) 
Mikrowelle      Bosch (Stuttgart) 
Mikrozentrifuge 5415D    Eppendorf (Hamburg) 
Mikrozentrifuge 5417R    Eppendorf (Hamburg) 
Multikanalpipette, 30-300 µm   Eppendorf (Hamburg) 
Neubauer Zählkammer    Brand (Wertheim) 
Operationsbesteck     Fine Science Tools (Heidelberg) 
pH-Meter PHM 210     Radiometer Kopenhagen  
(Willich-Schiefbahn) 
Pipetboy acu      Integra Biosciences (Fernwald) 
Power Pac 200     Bio-Rad (München) 
Power Pac 3000     Bio-Rad (München) 
Rollen-Mischgerät RM 5 (Rollschüttler)  neoLab (Heidelberg) 
Rotationsmikrotom     Leica (Nussloch) 
Schüttelwasserbad     GFL (Burgwedel) 
Small mouse holder  Kent Scientific Corporation  
(Torrington, USA) 
Sterilbank Hera safe     Hereaus (Hanau) 
Sunrise ELISA-Reader    Tecan (Mainz) 
Taumel-Wipptisch WT12    Biometra® (Göttingen) 
Thermocycler      Landgraf (Langenhagen) 
Ultraschallgerät Sonorex RK 102 H   Bandelin (Berlin) 
Varioklav      H&P Labortechnik (München) 
Vortex-Genie® 2     Scientific Industries (New York, USA) 
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Vortex Genie™     Scientific Industries (New York, USA) 
Waage ST77E      Strohlein (Mittbach) 
 
2.4  Primer und Sonden 
 
Alle verwendeten Primer wurden von der Firma Invitrogen (Karlsruhe) und die verwendeten 
Sonden von der Firma Eurogentec (Köln) bezogen. Alle Sequenzen sind in 5´-3´-Richtung 
angegeben. 
 
2.4.1   Primer für die Genotypisierung  
 
Tab. 2.1: Für die Genotypisierung verwendete Primer. 
Gen Forward Primer Reverse Primer 
PDGF-C Wildtyp  AGC TGA CAT TTG ATG AGA 
GAT 
AGT AGG TGA AAT AAG AGG 
TGA ACA 
PDGF-C Deletion CTC ATG TTC TCG TGA CTC 
TGA 
TAG CTA GTC GAT ACC GTC 
GA 
Kollagen 4A3 
Wildtyp 
CCAGGCTTAAAGGGAAATCC 
 
CCTGCTAATATAGGGTTCGAGA 
Kollagen 4A3 
Deletion 
ATT CGC CAA TGA CAA GAC 
G 
CCT GCT AAT ATA GGG TTC 
GAG A 
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2.4.2  Primer für die qPCR mit SYBR Green I 
 
Tab. 2.2: Für die qPCR mit SYBR Green I verwendeten Primer. 
Gen Forward Primer Reverse Primer 
CCR2 TGT GAT TGA CAA GCA CTT 
AGA CCA 
ATG ACA GGA TTA ATG CAG 
CAG TGT 
GAPDH GGC AAA TTC AAC GGC 
ACA GT 
AGA TGG TGA TGG GCT TCC C 
Kollagen 1A1 TCG CTT CAC CTA CAG CAC 
CC 
TGA CTG TCT TGC CCC AAG 
TTC 
MCP-1 TGG CTC AGC CAG ATG 
CAG T 
ATT GGG ATC ATC TTG CTG 
GTG 
RANTES AGT GCT CCA ATC TTG CAG 
TCG 
CAC TTC TTC TCT GGG TTG 
GCA 
 
2.4.3  Primer für die qPCR mit Sonden 
 
Tab. 2.3: Für die qPCR mit Sonden verwendeten Primer und Sonden. 
Gen Forward Primer Reverse Primer Sonde 
Fibronektin GAT GGA ATC CGG 
GAG CTT TT 
TGC AAG GCA ACC 
ACA CTG AC 
CCG GCC TGA GGC 
CCT GCA G 
Kollagen 4A1 GGC GGT ACA CAG 
TCA GAC CAT 
TGG TGT GCA TCA 
CGA AGG A 
TCC GCA GTG CCC 
TAA CGG TTG GT 
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2.5  Antikörper 
 
Tab. 2.4: Primärantikörper für die Immunhistochemie. 
Antikörper Klonalität Hersteller Verdünnung 
Sekundär- 
antikörper 
Anti-αSMA monoklonal 
Dako 
(Glostrup, DK) 
1:500 Anti-Maus 
Anti-ER-HR3 monoklonal 
BMA Biomedicals 
(Augst, CH) 
1:50 Anti-Ratte 
Anti-F4/80 monoklonal 
AbD Serotec 
(Düsseldorf) 
1:800 Anti-Ratte 
Anti-Typ I 
Kollagen 
polyklonal 
SouthernBiotech 
(Birmingham, 
USA) 
1:100 Anti-Ziege 
 
 
Tab. 2.5: Primärantikörper für den Western Blot.  
Antikörper Klonalität Hersteller Verdünnung 
  Sekundär- 
antikörper 
Anti-αSMA monoklonal 
Dako 
(Glostrup, DK) 
1:1000 Anti-Maus 
Anti-GAPDH monoklonal 
Novus Biologicals 
(Acris Antibodies, 
Herford) 
1:2000 Anti-Maus 
 
Tab. 2.6: Sekundärantikörper für die Immunhistochemie. 
Antikörper Hersteller Verdünnung 
Anti-Maus, biotinyliert 
Vector Laboratories 
(Burlingame, USA) 
1:300 
Anti-Ratte, biotinyliert 
Vector Laboratories 
(Burlingame, USA) 
1:300 
Anti-Ziege, biotinyliert 
Vector Laboratories 
(Burlingame, USA) 
1:300 
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Tab. 2.7: Sekundärantikörper für den Western Blot. 
Antikörper Hersteller Verdünnung 
Anti-Maus,             
Peroxidase-gekoppelt 
Vector Laboratories 
(Burlingame, USA) 
1:10000 
 
2.6 Enzyme 
 
Tab. 2.8: Für die cDNA-Synthese und PCR verwendeten Enzyme und Puffer 
Enzym Puffer Hersteller 
DNase, RNase frei, 1500 
Kunitz units 
RDD-Puffer Qiagen (Hilden) 
HGS Diamond Taq, 5 U/µl 10x Reaktionspuffer Eurogentec (Köln) 
M-MLV-RT, 200 U/µl 5x Erststrang-Puffer Invitrogen (Karlsruhe) 
Taq DNA Polymerase, 
rekombinant, 5 U/µl 
10x PCR Puffer Invitrogen (Karlsruhe) 
 
2.7   Reaktionskits 
 
BC Assay: Protein Assay Kit    Uptima, Interchim (Montluçon, FR)  
Dneasy Blood & Tissue Kit    Qiagen (Hilden) 
InviTrap® Spin Cell RNA Mini Kit   Stratec (Berlin) 
RNeasy Mini Kit     Qiagen (Hilden) 
qPCR Core kit for SYBR Green I   Eurogentec (Köln) 
                                                                                                  
2.8  Software 
 
7300 Systems SDS v1.4  Applied Biosystems (Foster City, USA) 
Grabber Version 3.01   Nonlinear Dynamics (Durham, USA) 
GraphPad Prism 6   GraphPad Software, Inc. (La Jolla, USA) 
ImageJ von Wayne Rasband am Research Services Branch, 
National Institute of Mental Health (Bethesda, USA) 
Magellan Version 6 Tecan (Mainz) 
NDPview Hamamatsu (Ichino-cho, Higashi-ku, Hamamatsu City, 
JPN) 
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3  Methoden 
 
3.1 Tierexperimentelle Methoden 
 
3.1.1  Haltung der Versuchstiere 
 
Alle Tierexperimente wurden an 10-13 Wochen alten männlichen und weiblichen Mäusen 
durchgeführt. Bei den Versuchstieren, die als Spender- und Empfängertiere für die 
Knochenmarktransplantationen verwendet wurden, handelte es sich um PDGF-C-defiziente 
Tiere mit dem genetischen C57BL/6-Hintergrund, die uns freundlicherweise von Andras 
Nagy (Samuel Lunenfeld Research Institute, Mount Sinai Hospital, Toronto, Canada) und 
Christer Betsholtz (Department of Medical Biochemistry and Biophysics, Karolinska Institute, 
Stockholm, Sweden) zur Verfügung gestellt worden sind und nun in der Versuchstierkunde 
des Uniklinikums Aachen gezüchtet werden. Ursprünglich waren diese Mäuse auf einem 
gemischten Hintergrund (SV129 und C57BL/6) gezüchtet worden [48], sind aber durch 
Rückkreuzungen zum C57BL/6-Hintergrund uns als „reine“ C57BL/6-Tiere übergeben 
worden. Als Kontrolltiere wurden Wildtyp-Mäuse mit dem gleichen genetischen Hintergrund, 
d. h. Geschwistertiere, eingesetzt.  
Für den zweiten Teil der Versuche, bezüglich der Untersuchungen der Effekte genetischer 
Hintergründe, wurden sowohl PDGF-C-knockout Mäuse (reiner C57BL/6-Hintergrund) 
verwendet, bei denen ebenso die Geschwistertiere als Kontrolltiere dienten, als auch Mäuse, 
die auf dem reinen SV129-Hintergrund gezüchtet wurden. Letztere wurden uns 
freundlicherweise von Prof. Dr. Oliver Groß (Klinik für Nephrologie und Rheumatologie, 
Georg August Universität, Göttingen) zur Verfügung gestellt und werden ebenso in der 
Versuchstierkunde des Uniklinikums Aachen gezüchtet.  
Die Versuche wurden von der örtlichen Aufsichtsbehörde (LANUV Recklinghausen) 
begutachtet und genehmigt. Die Haltung der Versuchstiere erfolgte nach den FELASA 
(Federation of European Laboratory Animal Science Associations) Richtlinien. Die Mäuse 
wurden in Macrolon Typ II Käfigen mit Weichholzgranulat gehalten und hatten ad libitum 
Zugang zu Wasser und Futter. Die Haltung der Tiere erfolgte in einem 12-Stunden 
Tag/Nacht-Zyklus bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 40-60 % und einer 
Raumtemperatur von 20 ± 2 °C.  
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3.1.2  Maus-Genotypisierung mittels DNA-Isolation aus Schwanzbiopsien 
 
Die in den Tierexperimenten eingesetzten Mäuse wurden alle in der im Universitätsklinikum 
Aachen ansässigen Tierzucht im Institut für Versuchstierkunde (Leiter Prof. Dr. René Tolba) 
gehalten. Damit ausschließlich Mäuse mit dem gewünschten Genotyp in den Versuch 
genommen wurden, wurde den Mäusen im Alter von drei Wochen ein etwa 2-3 mm langes 
Schwanzspitzenstück abgeschnitten und dessen DNA isoliert. 
Zur Isolation der DNA aus den Schwanzbiopsien wurde das DNeasy® Blood & Tissue Kit 
von Qiagen® verwendet. Um das Gewebe zu lysieren, wurden zu den abgetrennten 
Schwanzspitzen 180 µl des im Kit enthaltenen ALT-Puffers sowie 20 µl einer Proteinase K-
Lösung gegeben. Der Reaktionsansatz wurde gemischt (Vortexer), über Nacht bei 56 °C 
inkubiert und vor der weiteren Prozessierung erneut gemischt. Danach wurden 200 µl des AL-
Puffers und 200 µl Ethanol (96-100 %) hinzugegeben und die Lösung wurde erneut gemischt. 
Anschließend wurde der Ansatz auf eine Dneasy Mini spin Säule gegeben, bei 8000 rpm für 1 
Minute zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Weiterhin wurde die an der Säule 
gebundene DNA mit 500 µl des AW1-Puffers für 1 Minute bei 8000 rpm zentrifugiert und 
nachfolgend mit 500 µl des AW2-Puffers für 3 Minuten bei 14000 rpm gewaschen. 
Schließlich wurden 200 µl des AE-Puffers auf die Säule gegeben, der Ansatz für 1 Minute bei 
Raumtemperatur inkubiert und zuletzt für 1 Minute bei 8000 rpm zentrifugiert und somit die 
DNA eluiert. 
Die aus den Schwanzbiopsien extrahierte DNA wurde schließlich mittels klassischer PCR 
amplifiziert und auf einem 2 %igem Agarose-Gel aufgetrennt (genauere Erläuterungen s. 
3.2.2.1 und 3.2.2.2).  
  
3.1.3  Knochenmarktransplantation bei Mäusen 
 
3.1.3.1  Präparation der Spendertiere und Isolation des Knochenmarks 
 
Die Isolation des Knochenmarks erfolgte aus weiblichen Spendertieren kurz vor der 
Transplantation. Dafür wurden die Mäuse mittels zervikaler Dislokation getötet und für          
1 Minute in Hospisept desinfiziert. Anschließend wurde die Haut der Hinterbeine abpräpariert 
und Tibia sowie Femur freigelegt. Die geschlossenen Knochen wurden nach dem Auslösen in 
70 %igem Ethanol desinfiziert, in PBS gewaschen und in DMEM+-Medium bis zur weiteren 
Präparation gelagert. Nach der Separation von allen entnommenen Knochen, wurde das rote 
Knochenmark mit einer 27G-Kanüle mit DMEM+-Medium ausgespült und anschließend       
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3 Mal mit einer Spritze aufgenommen und durch eine 21G-Kanüle gespritzt, um die Zellen zu 
vereinzeln. Danach wurde die Zellsuspension durch ein 71 µm Sieb pipettiert und die 
aufgefangene Lösung 5 Minuten bei 4 °C und 1200 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde 
abgesaugt und das Zellpellett in 10 ml DMEM+-Medium aufgenommen. Schließlich wurde 
die Zellzahl mittels Neubauer-Zählkammer bestimmt, die Zellsuspension erneut für 5 Minuten 
bei 4 °C und 1200 rpm zentrifugiert und das Pellet in einer entsprechenden Menge 
zusatzfreiem DMEM-Medium aufgenommen, so dass dem Empfängertier 2 x 106 Zellen in 
200 µl Medium intravenös (i. v.) gespritzt werden konnten.  
 
DMEM+-Medium: 
DMEM, low glucose, pyruvate  500 ml 
FBS      50 ml 
L-Glutamin, 200 mM    5 ml 
Penicillin-Streptomycin, 10000 U/ml 5 ml 
 
3.1.3.2  Vorbereitung der Empfängertiere 
 
Die Empfängertiere wurden zwei Mal im Abstand von 4 Stunden mit jeweils 6,8 Gy bestrahlt. 
Dazu wurde das CP-160 Cabinet X-Radiator™ System von Faxitron X-Ray benutzt. Eine 
Stunde nach der zweiten Bestrahlungseinheit erfolgte die Knochenmarktransplantation über 
eine intravenöse Injektion in die Schwanzvene. Dazu wurden die Mäuse in einer speziellen 
Maushalterung (Small mouse holder von Kent Scientific) fixiert und der Schwanz zwecks 
Vasodilatation in warmem Wasser erwärmt. Schließlich wurden dem Empfängertier               
2 x 106 Zellen in 200 µl DMEM-Medium gespritzt. Einer möglichen Infektion wurde durch 
die 2-wöchige Gabe eines mit Antibiotikum versetzten Trinkwassers (Borgal-Wasser) 
vorgebeugt.   
 
Antibiotisches Wasser (Borgal-Wasser): 
Borgal-Lösung, 24 %   400 µl 
Ad 1 L A. dest. 
 
3.1.4  Unilaterale Ureterobstruktion (UUO) 
 
Für die Durchführung einer unilateralen Ureterobstruktion wurden die Mäuse durch eine 
intraperitoneale Injektion mit dem Narkosemittel Ketamin/Xylazin anästhesiert, rasiert und 
desinfiziert. Zusätzlich wurde der Maus vor dem operativen Eingriff Buprenorphin 
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(Temgesic), ein Analgetikum, gespritzt. Nach dem Ausfall des Lidreflexes wurde mittels 
medianer Laparotomie der Bauch eröffnet und die linke Niere durch Evertieren und Bettung 
der Darmschlingen in feuchter Gaze dargestellt. Der linke Ureter wurde vorsichtig 
freipräpariert und mittels Kauterisierung an zwei verschiedenen Stellen verödet. Anschließend 
wurde der Ureter zwischen den verödeten Stellen mit dem Kauter durchtrennt, der Darm 
zurück in die Bauchhöhle verlagert und das Operationsfeld mit NaCl-Lösung befeuchtet. 
Zuletzt wurde die Wunde mit einer zweischichtigen Knopfnaht verschlossen und alle 8 
Stunden für die nächsten 72 Stunden Temgesic verabreicht.  
 
Ketamin/Xylazin: 120 mg/kg KG Ketamin + 16 mg/kg KG Xylazin auf 10 ml verdünnen;  
Dosis: 10 ml/kg = 0,1 ml/10g KG, intraperitoneal 
 
Buprenorphin: 0,05-0,1 mg/kg KG, subkutan  
 
3.1.5  Finale Blutentnahme bei Mäusen 
 
Zur Analyse der Blutwerte wurde den Versuchstieren vor der Tötung bzw. Nierenentnahme 
retrobulbär Blut entnommen. Dazu wurde die Maus bis zum Ausfall des Lidreflexes mit 
Isofluran begast, die Halsgefäße mit zwei Fingern gestaut, so dass die Augen hervortraten, 
und mit einer Sodaglaskapillare der Venenplexus hinter dem Auge punktiert. Aufgefangen 
wurde das Blut in einem EDTA-Röhrchen.  
Bei einer finalen Blutabnahme wurde somit eine Menge von 0,7-1,0 ml gewonnen und die 
Tiere erwachten durch das Ausbluten nicht mehr aus der Narkose. 
 
3.1.6  Blutanalyse aus EDTA-Blut 
 
Wie beschrieben wurde das EDTA-Blut retrobulbär entnommen. Die klinische Analyse 
erfolgte dann im Institut für Versuchstierkunde/Zentrallaboratorium für Versuchstiere, 
Abteilung Klinische Chemie/Hämatologie im Universitätsklinikum Aachen durch einen/die 
dortigen Mitarbeiter. Dabei erfolgte die Bestimmung der Erythrozyten-, Leukozyten- und 
Thrombozyten-Konzentrationen, sowie die der Hämoglobin- und Hämatokrit-Werte, am 
Celltac MEK-6450K der Firma Nihon Kohden. 
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3.1.7  Nierenentnahme und Fixation 
 
Für die Organentnahme wurde die Maus durch zervikale Dislokation getötet und der 
Bauchraum mittels medianer Laparotomie eröffnet. Beide Nieren wurden entnommen und die 
Nierenkapseln entfernt. Von jeder Niere wurde ein Viertel zur Gewinnung von RNA und 
Protein und jeweils ein weiteres Viertel für die Fixierung in Methacarn, Formalin (hier nicht 
verwendet) und O.C.T (TissueTek) verwendet.  
Bei den für die RNA- und Proteingewinnung vorgesehenen Gewebestücken wurde die 
Medulla vom Nierenkortex getrennt und verworfen, so dass im Weiteren nur der Nierenkortex 
analysiert wurde. Das Gewebe für die RNA-Isolation wurde für 24 Stunden in RNAlater im 
Kühlschrank gelagert und anschließend bei -80 °C eingefroren, wohingegen Gewebe für die 
Proteinisolation sofort auf Trockeneis bzw. bei -80 °C gelagert wurden.  
 
Methacarn: 
Methanol   600 ml 
Chloroform   300 ml 
Essigsäure, 100 %  100 ml 
 
3.2  Molekularbiologische Methoden 
 
3.2.1  RNA-Isolation aus Nierengewebe 
 
Für die Isolation von RNA aus Gewebe wurde das InviTrap® Spin Cell RNA Mini Kit von 
Stratec verwendet. Die in RNAlater eingefrorenen Kortexstücke wurden auf Eis aufgetaut, ein 
Gewebeabschnitt von etwa 30 mg wurde entnommen und in den im Kit enthaltenen RLT-
Puffer gegeben. Für jede Gewebeprobe wurden 600 µl RLT-Puffer eingesetzt, die zusätzlich 
mit 6 µl β-Mercaptoethanol versetzt wurden. Das Stück Nierenkortex wurde dann mit dem 
Laborrührer RZR 2020 der Firma Heidolph homogenisiert (2000 rpm/min.) und das 
Homogenisat direkt danach auf Eis gestellt. Anschließend wurde das Homogenisat für 3 
Minuten bei 14000 rpm und 4 °C zentrifugiert und der Überstand in ein frisches 
Reaktionsgefäß überführt. Anschließend wurden zu der Probe 600 µl 70 %iger Ethanol 
gegeben, die Lösung mit der Pipette gemischt und auf eine RNeasy Mini-Säule pipettiert. Das 
Reaktionsgefäß wurde für 15 Sekunden bei 10000 rpm zentrifugiert, der Durchlauf verworfen, 
die Säule ein weiteres Mal beladen und gewaschen. Dazu wurden 350 µl RW1-Puffer auf die 
Säule gegeben und erneut für 15 Sekunden bei 10000 rpm zentrifugiert. Nach dem 
Waschschritt erfolgte der DNase-Verdau: Dazu wurde eine Lösung aus 70 µl RDD-Puffer und 
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10 µl DNase auf die Probe/Säule gegeben und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Mit 
350 µl RW1-Puffer wurde die Säule dann gewaschen, wobei erneut bei 10000 rpm für 15 
Sekunden zentrifugiert wurde. Der Durchlauf wurde verworfen und es erfolgten weitere 
Waschschritte: Zuerst wurden auf die Säule 500 µl RPE-Puffer gegeben, die Säule für 15 
Sekunden bei 10000 rpm zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Anschließend wurden 
erneut 500 µl RPE-Puffer auf die Säule gegeben und für 2 Minuten bei 10000 rpm 
zentrifugiert. Nach dem mehrmaligen Waschen erfolgte das Trocknen der Proben. Dazu 
wurde die Säule für 1 Minute bei 14000 rpm zentrifugiert. Schließlich wurde die RNA durch 
Hinzugabe von 30 µl RNase freiem A. dest. und dem 1-minütigen zentrifugieren bei 10000 
rpm eluiert und zur Lagerung bei -20 °C eingefroren. 
 
3.2.2 Herstellung von komplementärer DNA (complementary DNA = cDNA) 
 
Das Umschreiben von einzelsträngiger RNA zu komplementärer DNA erfolgt(e) nach dem 
Prinzip der reversen Transkription mittels RT-PCR (Reverse Transkriptase-PCR). Dazu 
wurde die M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus)-Reverse Transkriptase, eine 
rekombinante DNA-Polymerase, verwendet, die die Synthese zu einer vollständigen cDNA 
von bis zu 7 kb ermöglicht.  
Nachdem die isolierte RNA des Nierengewebes auf Eis aufgetaut war, wurde 1 µg dieser 
RNA auf ein Gesamtvolumen von 20 µl mit A. iniect. aufgefüllt. Die Probe wurde 
anschließend für 10 Minuten bei 75 °C hitzedenaturiert und sofort danach auf Eis abgekühlt, 
um das erneute Entstehen von Sekundärstrukturen zu verhindern. Die RNA-Lösung wurde 
danach kurz anzentrifugiert und mit folgendem Reaktionsansatz versetzt:  
 
Reaktionsansatz: 
5x Erststrang-Puffer    6 µl 
dNTP, 10 mM     1,5 µl 
Primer-Random, 250 ng/µl   1 µl 
M-MLV-RT, 200 U/µl   1 µl 
Rekombinanter Rnasin® Ribonuklease  
Inhibitor, 40 U/µl    0,7 µl 
 
Schließlich wurde das Reaktionsgemisch für 10 Minuten bei 25 °C inkubiert, gefolgt von 
einer weiteren 1-stündigen Inkubation bei 42 °C. Bis zur weiteren Verwendung wurde die 
Probe bei -20 °C gelagert.  
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3.2.2.1  Klassische Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction = PCR) 
 
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein in vitro Verfahren zur Amplifizierung 
definierter DNA-Bereiche mittels DNA-Polymerase. Die für die PCR benötigten 
Oligonukleotid-Primer lagern sich dabei an die Enden des zu amplifizierenden Bereiches an, 
um diesen nach beiden Seiten hin zu begrenzen.  
Dieses Verfahren wurde innerhalb der hier gezeigten Arbeit zur Genotypisierung der 
Versuchstiere genutzt.  
 
PDGF-C PCR-Reaktionsansatz: 
A. dest.     28,2 µl 
10x PCR-Puffer    5 µl 
DNA       4 µl 
Primer Wildtyp 5´, 20 pM   2,5 µl 
Primer Wildtyp 3´, 20 pM   2,5 µl 
Primer Deletion 5´, 20 pM    2,5 µl 
Primer Deletion 3`, 20 pM   2,5 µl 
MgCl2, 50 mM    1,5 µl 
dNTP, 10 mM      1 µl 
Taq, 5 U/µl, rekombinant   0,3 µl 
 
PCR-Programm für den pdgfc Nachweis: 
94 °C   5 Minuten 
94 °C   1 Minute 
52 °C   1 Minute 34 Zyklen 
72 °C   1 Minute 
72 °C    8 Minuten 
 
Kollagen 4A3 PCR-Reaktionsansatz: 
A. dest.     30,7 µl 
10x PCR-Puffer    5 µl 
DNA       4 µl 
Primer Wildtyp 5´, 20 pM   2,5 µl 
Primer  Deletion 5´, 20 pM   2,5 µl 
Primer  reverse 3´, 20 pM   2,5 µl 
MgCl2, 50 mM    1,5 µl 
dNTP, 10 mM     1 µl 
Taq, 5 U/µl, rekombinant   0,3 µl 
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PCR-Programm für den col4a3 Nachweis (Gradienten-PCR): 
94 °C   5 Minuten 
94 °C   1 Minute 
60 °C   1 Minute 19 Zyklen 
72 °C   1 Minute    
94 °C    1 Minute    
56 °C   1 Minute 14 Zyklen 
72 °C   1 Minute 
72 °C   8 Minuten 
 
3.2.2.2  Gelelektrophorese 
 
Zur Genotypisierung der Mäuse wurde die aus den Schwanzspitzen isolierte und in der PCR 
amplifizierte DNA auf ein 2 %iges Agarosegel zusammen mit dem entsprechenden 100 bp 
Marker von Invitrogen aufgetragen. Die gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte dann bei 
100 V für 1 Stunde (PDGF-C) oder bei 100 V für 90 Minuten (Kollagen 4A3). Anschließend 
wurde die aufgetrennte DNA durch das Auflegen des Gels auf einen UV-Tisch visualisiert, 
dokumentiert und ausgewertet.   
 
TAE-Puffer, 50x: 
Tris     242 g 
EDTA, pH 8,0, 0,5 M  100 ml 
Eisessig    57,1 ml 
 
Gelelektrophorese-Puffer: 
TAE-Puffer, 50x   40 ml 
Ad 2 L A. dest. 
 
DNA-Ladepuffer: 
A. dest.    30,25 ml 
Glycerin    17,5 ml 
Bromphenolblau, 1 %  1,25 ml 
TAE, 50x     1 ml 
 
3.2.3 Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (quantitative real-time 
PCR = qPCR) 
 
Die Methode der quantitativen Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion beruht auf dem Prinzip 
der klassischen Polymerase-Kettenreaktion (PCR), die um die Möglichkeit der 
Quantifizierung während eines PCR-Zyklus erweitert ist.  
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Für die Quantifizierung der vervielfältigten DNA mit dem 7300 Real-Time PCR System 
wurden zwei verschiedene Farbstoff-Systeme verwendet:  
 
3.2.3.1  qPCR mit SYBR Green I 
 
SYBR Green I ist ein Cyanin-Farbstoff, der sich an doppelsträngige DNA anlagert, wodurch 
es zur Bildung eines DNA-Fluoreszenzfarbstoff-Komplexes und somit im Verlauf der DNA-
Synthese zu einer Zunahme des Fluoreszenzsignals kommt. Da der Anstieg des 
Fluoreszenzsignals proportional zur Menge des amplifizierten PCR-Produktes ist, lässt sich 
diese somit quantitativ erfassen.  
 
Reaktionsansatz: 
A. iniect.    15,625 µl 
10x Reaktionspuffer   2,5 µl 
MgCl2, 50 mM   1,75 µl 
Primer 5´, 1 pM   1,25 µl 
Primer 3´, 1 pM   1,25 µl 
dNTP, 5 mM    1,0 µl 
SYBR Green I   0,75 µl 
cDNA     0,75 µl 
Taq (HGS Diamond, 5 U/µl)  0,125 µl 
 
3.2.3.2  qPCR mit Taqman-Sonden (Hydrolysesonden) 
 
Diese Methode beruht auf dem Prinzip des Fluoreszenz-Resonanzenergietransfers (FRET), 
einem physikalischen Prozess der Energieübertragung, bei dem ein Reporter-Farbstoff, 
Donor-Fluorochrom (hier FAM), bei Anregung durch eine Lichtquelle seine Energie an einen 
nahegelegenen Quencher, Akzeptor-Fluorochrom (hier TAMRA), weitergibt. Aus diesem 
Grund wird die Fluoreszenz des Reporter-Farbstoffes in einer intakten Sonde durch den 
Quencher unterdrückt. Wird die Sonde aber bei der Gegenstrang-Synthese vom 5`-Ende her 
von der Taq-Polymerase, die neben ihrer Polymerase-Aktivität auch über eine 5`-3´-
Exonuklease-Aktivität verfügt, abgebaut, entfernen sich Reporter und Quencher voneinander 
und die Fluoreszenz des Reporter-Fluorophors wird messbar.  
Eine schematische Darstellung zur Funktionsweise von Taqman-Sonden findet sich im 
Folgenden: 
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Abb. 3.1:  Funktionsweise der Taqman-Sonde 
 
Reaktionsansatz: 
A. iniect.    11,125 µl 
10x Reaktionspuffer   2,5 µl 
MgCl2, 50 mM   2,5 µl 
Sonde, 1 pM    2,5 µl 
Primer 5´, 10 pM   2,25 µl 
Primer 3´, 10 pM   2,25 µl 
dNTP, 5 mM    1,0 µl 
cDNA     0,75 µl 
Taq (HGS Diamond, 5 U/µl)  0,125 µl 
 
3.2.3.3  Auswertung nach der ∆∆Ct-Methode 
 
Die relative Bestimmung des cDNA- und somit auch des mRNA-Gehaltes erfolgte durch die 
in Relationsetzung des GoI (gene of interest  = Zielgen) zu GAPDH, einem Haushaltsgen (= 
housekeeping gene), dessen Expression (weitgehend) nicht reguliert, sondern konstitutiv und 
konstant ist.  
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Nach Beendigung der qPCR wurde der Schwellenwert (Ct = cycle threshold) gesetzt, der 
angibt, bei welcher Zykluszahl die Fluoreszenz erstmals exponentiell über das Grundrauschen 
ansteigt. 
Nach Ermittlung der Ct-Werte, musste zunächst der ∆Ct-Wert bestimmt werden, der sich 
durch die Subtraktion des GAPDH Ct-Wertes vom Ct-Wert des Zielgens errechnet. 
Schließlich wurde der ∆∆Ct-Wert bestimmt, indem der Mittelwert der Zielgen-
Kontrollgruppe (Mittelwert ∆Ct-Wert Kontrolle) vom ∆Ct-Wert des Zielgens subtrahiert 
wurde. Die daraus resultierende Differenz wurde in die folgende Formel eingesetzt und ergibt 
die n-fache Expression eines Gens in einer Untersuchungsgruppe relativ zur Expression der 
Kontrollgruppe: 
Expression = 2-∆∆Ct 
 
3.3  Proteinbiochemische Methoden 
 
3.3.1  Herstellung von Proteinlysaten aus Gewebe  
 
Zur Herstellung von Proteinlysaten aus Gewebe wurde jeweils ein etwa 3 mm3 großes 
Gewebestück des eingefrorenen Nierenkortex verwendet. Dieses wurde auf Eis aufgetaut und 
mit 500 µl Protein-Lyse-Puffer versetzt. Das Stück Nierenkortex wurde dann mit dem 
Laborrührer RZR 2020 der Firma Heidolph homogenisiert (2000 rpm/min.) und das 
Homogenisat direkt danach auf Eis gestellt. Danach erfolgte die Behandlung im 
Ultraschallreiniger zum Aufschluss der Zellen: Die Probe wurde dazu in einem 
Reaktionsgefäß 3 Mal für jeweils 10 Sekunden in die mit Wasser befüllte Schwingwanne 
gelegt, wobei die Probe zwischen den einzelnen Schritten immer wieder auf Eis gekühlt 
wurde. Schließlich wurde das Lysat bei 4 °C und 14000 rpm für 10 Minuten zentrifugiert und 
der Überstand in ein frisches Reaktionsgefäß überführt. Nach der Bestimmung der 
Proteinkonzentration (BCA, s. 3.3.2) wurde die Probe bei -80°C gelagert. 
 
Lyse-Puffer: 
Hepes pH 7,5   6 g 
NaCl    4,38 g 
EGTA    0,19 g 
MgCl2 * 6 H2O  0,152 g 
Glycerin   50 ml 
Triton X-100   5 ml 
Ad 500 ml A. dest. 
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3.3.2  Bestimmung der Proteinkonzentration 
 
Der Gesamtproteingehalt einer Gewebeprobe wurde mit dem BC Assay von Uptima 
bestimmt. Hierbei handelt es sich um ein kolorimetrisches Verfahren, bei dem zweiwertige 
Kupferionen mit denen in der jeweiligen Probe enthaltenen Proteinen zu einwertigen 
Kupferionen reduziert werden. Diese wiederum reagieren anschließend mit 2,2’-Bichinolin-
4,4’-Dicarbonsäure-Molekülen (bicinchoninic acid = BCA) zu einem wasserlöslichen, 
violetten Farbkomplex, dessen Intensität proportional zur Proteinkonzentration ist und bei 
einer Wellenlänge von 562 nm gemessen werden kann. 
Für die Durchführung des BCA wurde eine 96-well Platte verwendet, in die jeweils 10 µl des 
Standards oder der Probe pipettiert wurden. Der Albumin-Standard (BSA) lag in einer 
Konzentration von 2 mg/ml vor und wurde in 1:2-Verdünnungen bis zu einer Konzentration 
von 0,03125 mg/ml mit A. dest. verdünnt. Dementsprechend wurden auch die Proteinproben 
mit A. dest., falls nötig, verdünnt.  
Nachdem der Standard und die Proben als Doppelansätze in die einzelnen wells pipettiert 
worden waren, wurde das BCA-Reagenz, dessen Komponenten im Kit enthalten sind, 
angesetzt. Dazu wurde 1 Teil des Reagenz B zu 50 Teilen des Reagenz A gegeben 
(Mischungsverhältnis 50 + 1) und wiederum 200 µl von dieser Lösung in jedes well zu den 
jeweils vorhandenen 10 µl Standard oder Probe pipettiert. Anschließend wurde die 96-well 
Platte für 30 Minuten bei 37 °C inkubiert und die Platte schließlich im Plattenleser (Tecan) 
ausgelesen.   
 
3.3.3  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 
Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli ist 
ein analytisches Verfahren zur Trennung von Proteinen in einem elektrischen Feld in 
Abhängigkeit von ihrer Molekülmasse. Dabei überdeckt das anionische Tensid die 
Eigenladungen der Proteine, sodass diese eine kontinuierlich negative Ladung aufweisen. 
Dadurch kommt es zu gegenseitigen Abstoßungen des SDS, die zusammen mit der 
Denaturierung der Proteine durch das Aufkochen der Proben zu einer Linearisierung besagter 
führt. 
Zur Durchführung der SDS-PAGE wurden 10 µg Gesamtprotein eingesetzt, die bis zu einem 
maximalen Volumen von 20 µl mit Protein-Lyse-Puffer (s. auch 3.3.1) aufgefüllt und mit     
4x Probenpuffer versehen worden sind. Anschließend wurden die Proben für 3 Minuten bei      
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95 °C erhitzt, auf Eis wieder abgekühlt, abzentrifugiert und in die Probentaschen pipettiert. 
Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte bei 150 V für etwa 1,5 Stunden in 
Laufpuffer (NuPAGE® MES SDS Running Buffer). 
 
4x Probenpuffer: 
A. dest.    2,4 ml 
4x Stacking-Puffer   2,4 ml 
Glycerol    2,0 ml 
SDS-Lösung, 10 %   2,0 ml 
Bromphenolblau, 1 %  1,0 ml 
β-Mercaptoethanol   1,0 ml 
EDTA, 0,5 M    40 µl 
 
4x Stacking-Puffer 
Tris     60,57 g 
Ad 1 L A. dest. 
pH 6,8 mit HCl einstellen 
 
3.3.4  Western Blot 
 
Die Western Blot-Analyse ermöglicht die spezifische Detektion von Proteinen mittels 
Antikörpern. Hierbei werden die gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf eine 
Nitrocellulose-Membran transferiert und schließlich durch die spezifische Bindung von 
Antikörpern nachgewiesen.   
 
 
Abb. 3.2 : Schematischer Aufbau eines Western Blots: a) Kathode, b) Schwamm, c) Whatman-Papier, d) Gel, 
e) Nitrocellulose-Membran, f) Whatman-Papier, g) Schwamm und h) Anode. 
 
Nach der Elektrophorese wurden die Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. 
Der Transfer erfolgte in vorgekühltem Transferpuffer für genau 1 Stunde bei 100 V. 
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Anschließend wurde die Membran kurz in TTBS gewaschen und in 5 %iger 
Milchpulver/TTBS-Lösung für 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, um die freien 
Bindungsstellen auf der Membran zu blocken. Weiterhin wurde die Membran 6 Mal für 
jeweils 5 Minuten gewaschen und über Nacht mit dem Primärantikörper in der 
entsprechenden Verdünnung bei 4 °C inkubiert. Nach wiederholtem Waschen erfolgte eine   
1-stündige Inkubationszeit mit dem in TTBS verdünnten Meerrettichperoxidase (horseradish-
peroxidase = HRP)-gekoppelten Sekundärantikörper. Im Anschluss wurde die Membran 
erneut 6 Mal für jeweils 5 Minuten gewaschen und schließlich mit dem ECL Western 
Blotting-Substrat entwickelt: Dabei setzt die Peroxidase das ECL-Substrat in einer 
Chemilumineszenzreaktion um und es kann somit die Enzymaktivität detektiert werden. 
Zuletzt wurde die Membran, die 1 Minute in der ECL-Lösung inkubiert wurde, luftblasenfrei 
zwischen zwei Folien gelegt und im Curix 60 von Agfa entwickelt.  
 
Transferpuffer: 
Glycin     14,4 g 
Tris     3,03 g 
Methanol    200 ml 
Ad. 1 L A. dest. 
 
TTBS (Tris-gepufferte Salzlösung mit Tween) 
NaCl, 5 M    60 ml 
Tris, 1 M, pH 8,0   50 ml 
Tween-20, 25 %   8 ml 
Ad 2 L A. dest. 
 
3.3.5  Stripping von Western Blot Membranen 
 
Um an der Western Blot Membran gebundene Antikörper zu entfernen, wurde die Membran 
gestrippt. Dabei wurde diese in vorgewärmtem Stripping-Puffer, dem kurz zuvor                       
β-Mercaptoethanol hinzugefügt wurde (5 µl β-Mercaptoethanol auf 10 ml Stripping-Puffer), 
für 30 Minuten in einem auf 56 °C erhitzten Brut- bzw. Wärmeschrank inkubiert. 
Anschließend wurde die Membran 6 Mal für jeweils 5 Minuten gewaschen, für 1 Stunde mit  
5 %igem Milchpulver geblockt und schließlich erneut gewaschen. Die darauffolgenden 
Inkubationen mit dem Primär- und auch Sekundärantikörper erfolgten dann wie unter 3.3.4 
beschrieben.  
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Stripping-Puffer: 
Tris, 50 mM, pH 7,6  31,25 ml 
SDS-Lösung, 10 %  100 ml 
Ad 500 ml A. dest. 
pH 6,8 mit HCl einstellen 
 
Tris-Puffer, 10x: 
NaCl    116,9 g 
Tris    61 g 
Ad 500 ml A. dest. 
pH 7,6 einstellen und ad 1 L A. dest 
 
Tris-Puffer, 1x: 
A. dest.   900 ml 
Tris-Puffer, 10x, pH 7,6 100 ml 
 
3.3.6 Auswertung von Western Blots 
 
Die Auswertung der Western Blots erfolgte mit der ImageJ Software. Dazu wurden die 
αSMA- und GAPDH-Banden der jeweiligen Probe mit Hilfe des Programms gemessen und 
deren resultierende Quadratpixelwerte in Relation zueinander gesetzt. Die daraus 
hervorgehenden Werte der Kontrollgruppe (wt Maus/ wt KM) von einem Gel, bzw. einer 
Membran, wurden gleich 1 gesetzt und die übrigen Werte darauf bezogen und als n-fache 
Expression angegeben.  
 
3.4  Histologische Methoden 
 
3.4.1  Entwässerung des Nierengewebes 
 
Die Entwässerung der Nierengewebe erfolgte durch das Interdisziplinäre Zentrum für 
Klinische Forschung (IZKF) des Uniklinikums Aachen. Dabei wurden die in Methacarn 
fixierten Gewebestücke im Gewebeentwässerungsautomaten der Firma Slee über die 
aufsteigende Alkoholreihe und durch das Eintauchen in Xylol dehydriert.  
 
70 % Ethanol   2 x 1 Std. 
96 % Ethanol   2 x 1 Std. 
100 % Ethanol  3 x 1 Std. 
Xylol    3 x 1 Std. 
Paraffin, flüssig  4 x 1 Std. 
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Anschließend wurden die Gewebestücke einzeln aus den sogenannten Einbettkassetten 
genommen, in eine Form mit heißem Paraffin gelegt und leicht angedrückt, so dass diese an 
der Schnittkante plan auflagen. Anschließend wurde die Form mit dem darin befindlichen 
Nierengewebe auf eine Kühlplatte gelegt. Dies diente dem Überführen des Paraffins in die 
feste Aggregatform, so dass dieses zusammen mit dem enthaltenen Gewebestück schließlich 
aus der Form genommen und weiterverarbeitet werden konnte. 
 
3.4.2  Herstellung von Gewebeschnitten 
 
Die Gewebeschnitte wurden mit einem Rotationsmikrotom der Firma Leica geschnitten. Die 
in Paraffin eingebetteten Schnittpräparate mit einer Schnittdicke von 1 µm wurden zunächst 
mit einem Pinsel in ein 42 °C erwärmtes Wasserbad überführt und anschließend mit einem 
Objektträger aus dem Wasser aufgenommen. Schließlich wurden die Schnitte über Nacht bei 
50 °C getrocknet und weiterhin in Aufbewahrungsboxen bei Raumtemperatur gelagert.  
Nierengewebe, die in O.C.T bei -80 °C eingefroren waren, wurden mit dem Kryostat der 
Firma Leica geschnitten. Dabei wurden die in Cryomold eingebetteten Gewebestücke auf eine 
Halterung im Kryostat mit Einbettmedium befestigt und auf eine Schnittdicke von 5 µm 
geschnitten. Die Schnitte wurden anschließend auf Objektträger aufgezogen und für 1 Stunde 
bei Raumtemperatur getrocknet und zur Aufbewahrung bei -80°C gelagert.   
 
3.4.3  Entparaffinieren und Rehydrierung der Gewebeschnitte 
 
Zum Entparaffinieren wurden die Nierenschnitte 3 Mal für jeweils 5 Minuten in Xylol 
gegeben. Danach erfolgte die Rehydrierung der Gewebeschnitte, indem diese in eine 
absteigende Alkoholreihe und schließlich in A. dest. getaucht wurden.  
 
100 % Ethanol  3 x 2 min. 
95 % Ethanol   2 x 2 min. 
70 % Ethanol   1 x 2 min. 
A. dest.   1 x 5 min. 
 
3.4.4  Perjodsäure-Färbung (periodic acid Schiff reaction = PAS-Reaktion) 
 
Die Perjodsäure-Färbung dient dem histochemischen Nachweis von Polysacchariden wie z. B. 
Glykogen. Dabei werden nicht-substituierte 1,2-Glykole mit wässriger Perjodsäure zu 
Aldehyden oxidiert, die sich dann wiederum mit einer fuchsinschwefligen Säure, dem Schiffs 
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Reagenz, durch die Bildung eines roten, basischen Farbstoffkomplexes nachweisen lassen. 
Zunächst wurden die Gewebe- bzw. Nierenschnitte wie beschrieben deparaffiniert und 
rehydriert. Die Oxidation der Schnitte erfolgte durch eine 30-minütige Inkubation in 2 %iger 
Perjodsäure. Nachdem die Gewebeschnitte 3 Mal für jeweils 2 Minuten in destilliertem 
Wasser gewaschen worden waren, wurden diese für 1 Stunde im Schiffs Reagenz belassen. 
Anschließend wurden die Präparate für 5 Minuten unter fließendem Leitungswasser gespült, 4 
Minuten in Hämatoxylin inkubiert und erneut 5 Minuten in Leitungswasser gewaschen. 
Danach erfolgte das Bläuen der Präparate durch wiederholtes Eintauchen (8 x) in Tris-Puffer, 
der einen pH-Wert von 8,3 aufwies. Schließlich wurden die Schnitte für 5 Minuten in 
Leitungswasser gespült und zum Entwässern durch die aufsteigende Alkoholreihe und danach 
3 Mal für jeweils 5 Minuten in Xylol getaucht. Die Präparate wurden mit Histokitt eingedeckt 
und luftgetrocknet. 
 
3.4.5  Immunhistochemische Färbungen 
 
Zur immunhistologischen Färbung von α-SMA, Kollagen 1A1, ER-HR3 und F4/80 wurden 
die Nierenschnitte wie beschrieben deparaffiniert und rehydriert. Danach erfolgte das Blocken 
der endogenen Peroxidase durch eine 10-minütige Inkubation der Präparate in 3 %iger 
Wasserstoffperoxid-Lösung und das 2-malige Waschen der Schnitte für jeweils 5 Minuten in 
PBS. Der Primärantikörper wurde in einer 1 %igen BSA/PBS-Lösung verdünnt, auf den 
Schnitt pipettiert und für 1 Stunde bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert. 
Nach zwei weiteren Waschschritten für jeweils 5 Minuten, wurde der ebenfalls in einer          
1 %igen BSA/PBS-Lösung biotinylierte Sekundärantikörper auf den Nierenschnitt gegeben 
und für 30 Minuten bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert. Anschließend 
wurde das Präparat erneut 2 Mal für je 5 Minuten in PBS gewaschen. Danach erfolgte das 
Aufpipettieren des AB-Komplexes (ABC), der sich aus jeweils 15 µl der im Vectastain® Elite 
ABC Kit enthaltenen Lösungen A und B sowie 1 ml 1 %igem BSA/PBS zusammensetzte. 
Dieser Komplex wurde 30 Minuten vor Gebrauch angesetzt. Die Inkubation mit der ABC-
Lösung erfolgte für 30 Minuten in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur. 
Anschließend wurden die Schnitte für 10 Minuten bei 37 °C in die DAB-Färbelösung 
getaucht, für 5 Minuten mit A. dest. gewaschen und für 2 Minuten mit Methylgrün 
gegengefärbt. Zuletzt wurden die Präparate durch die aufsteigende Alkoholreihe getaucht, um 
die überschüssige Farbe abzuwaschen, 3 Mal für jeweils 5 Minuten in Xylol inkubiert und mit 
Histokitt eingedeckt. 
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DAB-Lösung: 
DAB     1 g 
Tris-Puffer, 50 mM, pH 7,6  26,4 ml 
Filtrieren 
 
DAB-Färbelösung (Arbeitslösung): 
Tris-Puffer, 50 mM, pH 7,6  175 ml 
DAB-Lösung    4 ml 
Nickelchlorid, 8 %   1 ml 
H2O2, 30 %    100 µl 
 
Methylgrün-Färbelösung, 2 %: 
Methylgrün    20 g 
Essigsäure 0,1 M   735 ml 
Natrium-Acetat 0,1 M  265 ml 
pH 4,2 und filtrieren 
 
Tris-Puffer s. auch 3.3.5 
 
3.4.6  X-Gal-Färbung (β-Galactosidase-Nachweis) 
 
Für die Färbung der β-Galactosidase wurden die 5 µm dicken, luftgetrockneten  Kryoschnitte 
zur Fixierung in 0,5 %iger Glutaraldehyd/PBS-Lösung für 20 Minuten bei Raumtemperatur in 
einer feuchten Kammer inkubiert. Anschließend wurden die Gewebeschnitte kurz in PBS 
gewaschen und luftgetrocknet. Über Nacht wurden die Schnitte mit der X-Gal-Färbelösung in 
einer feuchten Kammer bei 37 °C inkubiert.  
Am Folgetag wurden die Präparate 2 Mal für jeweils 5 Minuten in PBS gewaschen, 8 Mal 
kurz in die Eosin-Färbelösung und anschließend durch die aufsteigende Alkoholreihe 
getaucht. Schließlich wurden die Schnitte 3 Mal für jeweils 5 Minuten in Xylol gegeben und 
mit Histokitt eingedeckt. 
 
X-Gal-Färbelösung: 
PBS     168,8 µl 
K3Fe(CN)6, 0,1 M   10 µl 
K4Fe(CN)6 * 3 H2O, 0,1 M  10 µl 
X-Gal-Lösung in DMF, 20 mg/ml 10 µl 
MgCl2, 1 M    0,4 µl 
Natrium-Deoxycholat, 10 %  0,4 µl 
NP-40, 10 %    0,4 µl 
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3.4.7  Morphometrische Auswertung 
 
Zur Auswertung der gefärbten Gewebeschnitte (αSMA, Kollagen Typ 1, ER-HR3 und F4/80) 
wurden zunächst die Behandlungszugehörigkeiten unkenntlich gemacht (der Untersucher 
„geblindet“), um eine objektive Einschätzung zu gewährleisten. Von jedem Schnitt wurden 
dann im Bereich des Nierenkortex mindestens 10 Fotoaufnahmen in 200-facher Vergrößerung 
mit der NDPview Software aufgenommen. Danach erfolgte die Umwandlung der Farbfotos in 
Schwarz-Weiß-Bilder und die Festlegung eines Schwellenwertes für alle Bilder eines 
Schnittes mittels ImageJ Software. Mit Hilfe dieses Verfahrens wurde das Farbbild mit dem  
Schwarz-Weiß-Bild in Beziehung gesetzt, dadurch, dass ein intensiv gefärbter Bereich im 
Farbbild einem eher schwarzen Bereich im Schwarz-Weiß-Bild entsprach, bzw. entspricht. 
Somit wurde der prozentuale Anteil der positiv gefärbten Fläche zur Gesamtfläche gemessen.  
 
3.5  Statistische Auswertung 
 
Die Daten sind als Mittelwerte unter Angabe der Standardabweichungen dargestellt. Die 
Bestimmung der Signifikanzen erfolgte mittels t-Test (bei 2 Gruppen, GraphPad Prism 6) 
oder ANOVA (analysis of variance) mit anschließenden Bonferroni t-Tests (bei 4 Gruppen, 
GraphPad Prism 6), wobei eine statistische Signifikanz bei *p<0,05 angenommen wird.   
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4  Ergebnisse 
 
4.1 PDGF-C-abhängige Effekte bei myeloablatierten, 
knochenmarktransplantierten C57BL/6-Mäusen in der renalen Fibrose 
 
4.1.1 Knochenmarktransplantation in PDGF-C-defiziente und Wildtyp-Mäuse und 
Nachweis erfolgreicher Rekonstitution von Vorläuferzellen des 
hämatopoetischen Systems 
 
Wie in der Einleitung dargelegt, ist bei renaler Fibrose der Wachstumsfaktor PDGF-C sowohl 
in intrinsischen wie auch in infiltrierenden renalen Zellen hochreguliert und messbar [38]. Zur 
Beantwortung der Frage nach der relativen Rolle der PDGF-C-Expression in infiltrierenden 
versus intrinsischen Zellen wurden in dieser Arbeit deshalb PDGF-C-defiziente Mäuse mit 
Knochenmark von Wildtyp-Mäusen und umgekehrt transplantiert. Dazu wurden PDGF-C-
defiziente Mäuse und deren Wildtyp-Wurfgeschwister (littermates) mit genetischem 
C57BL/6-Hintergrund einer myeloablativen Ganzkörperbestrahlung unterzogen, um 
proliferierende, immunkompetente Zellen und insbesondere hämatopoetische Vorläuferzellen 
rapide abzutöten [49]. Unmittelbar nach Bestrahlung wurden diese Mäuse zur Rekonstitution 
des blutbildenden Systems mit dem Knochenmark von Spendertieren (PDGF-C-/-- und 
Wildtyp-littermates) transplantiert. 
 
Die Behandlungsgruppen/Kombinationen waren wie folgt: 
 
Tab. 4.1: Behandlungsgruppen/Kombinationen im Knochenmarktransplantations-Experiment. Es wurden 
ausschließlich C57BL/6-Mäuse verwendet.  
Gruppe Spender Rezipient Bezeichnung 
1 Wildtyp PDGF-C-/- zirkulierendes PDGF-C 
2 PDGF-C-/- Wildtyp renales, intrinsisches PDGF-C 
3 Wildtyp Wildtyp 
zirkulierendes und renales PDGF-C =      
Wildtyp-Kontrolle 
4 PDGF-C-/- PDGF-C-/- kein PDGF-C = knockout-Kontrolle 
 
Als Knochenmark-Empfänger wurden Mausböcke verwendet, als Spendertiere weibliche 
Mäuse, wodurch eine bessere Ausnutzung der Zuchtmäuse gewährleistet werden konnte. Da 
alle Empfängertiere eine lethale Strahlungsdosis erhielten, konnte eine erfolgreiche 
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Knochenmarktransplantation mit dem Überleben des jeweiligen Tieres gesichert und 
kontrolliert werden. Als weitere Kontrolle einer erfolgreichen Rekonstitution des 
Knochenmarks wurde eine erneute Genotypisierung (erste Genotypisierung erfolgte im Alter 
von 3 Wochen) der Mäuse mittels DNA-Isolation aus Schwanzbiopsien (s. 3.1) nach der 
Tötung des Tieres (Tag 33, s. Abb. 4.1 und 4.2) durchgeführt. Dies diente nicht nur der 
Sicherstellung, dass keine Verwechslungen der im Experiment verwendeten Mäuse vorlagen, 
sondern ebenso dazu, in den vice versa-Gruppen (ausschließlich zirkulierendes PDGF-C und 
ausschließlich renales, intrinsisches PDGF-C) genetische Merkmale des Spendertieres im 
Empfängertier nachzuweisen.   
 
         
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.1: Genotypisierungsergebnisse. Im Foto sind die Genotypisierungsergebnisse zu sehen, wie sie vor und 
nach der Transplantation, mit vorangegangener, myeloablativer Ganzkörperbestrahlung zu beobachten sind. Die 
erste Spur (v. l.) zeigt die PDGF-C-/--, die zweite die Wildtyp-Bande wie sie vor der myeloablativen 
Ganzkörperbestrahlung und Transplantation nachgewiesen werden (Alter der Mäuse drei Wochen). In der dritten 
und vierten Spur (v. l.) sind die Genotypisierungsergebnisse nach myeloablativer Ganzkörperbestrahlung und 
Knochenmarktransplantation zu sehen. Die dritte Spur zeigt die PDGF-C-/--Bande und abgeschwächt die 
Wildtyp-Bande, die vierte Spur die Wildtyp-Bande und weniger ausgeprägt die PDGF-C-/-- Bande.  
 
So zeigte sich nach der zweiten Genotypisierung neben der intensiv-gefärbten Bande, die dem 
Genotypen des Empfängers entsprach, eine zusätzliche schwächere Bande, die auf den 
Genotypen des Spenders zurückzuführen (auch so im umgekehrten Fall) war (s. Abb. 4.1, 
dritte und vierte Spur). Selbstverständlich war dies bei den Kontrollgruppen (Wildtyp-
Kontrollgruppe und knockout-Kontrollgruppe) nicht möglich, da durch die Überlappung der 
Banden des Empfänger- und des Spendertieres keine Differenzierung möglich ist. 
 
 
 
 
 
 
 
Wildtyp-Bande 185 bp 
PDGF-C-/-- Bande 389 bp 
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Abb. 4.2: Experimentelles Design des Knochenmarktransplantations-Modells mit folgender UUO. PDGF-
C-defiziente C57BL/6-Mäuse und deren Wildtyp-Wurfgeschwister wurden 2 Mal im Abstand von 4 Stunden mit 
jeweils 6,8 Gy bestrahlt. Die Knochenmarktransplantation erfolgte 1 Stunde nach der zweiten 
Bestrahlungseinheit. Nach 4 Wochen wurden die Mäuse einer UUO unterzogen und 5 weitere Tage später die 
Nieren entnommen. KMT = Knochenmarktransplantation; UUO = unilaterale Ureterobstruktion. 
 
Nach 4-wöchiger Rekonstitutionsphase wurden diese Tiere einer unilateralen 
Ureterobstruktion (UUO) zur Induktion einer renalen Fibrose unterzogen. Fünf weitere Tage 
nach der UUO, an Tag 33, wurden dann schließlich die Nieren entnommen, die Medulla vom 
Nierenkortex entfernt und das Gewebe zur RNA- oder Protein-Analyse sowie für 
histologische Analysen aufbereitet. 
 
4.1.2 C57BL/6-Mäuse im Knochenmarktransplantations-Experiment zeigen 
dilatierte Tubuli in den obstruierten Nieren 
 
Um die erfolgreiche Durchführung der UUO und somit die renale Fibrose-Induktion 
nachzuweisen, bzw. zu bestätigen, wurde die Nierenmorphologie zunächst in einer 
Übersichtsfärbung, der PAS-Färbung, betrachtet (s. Abb. 4.3). Die Gewebeschnitte wurden 
dabei lediglich qualitativ ausgewertet, da es ausreichend war, die erfolgreiche Durchführung 
der UUO mit „Positiv“ oder „Negativ“ zu bewerten.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Tag 0 28                           33 
   UUO            Nieren- 
                  entnahme 
 KMT 
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Abb. 4.3: Histologie fibrotischer und kontralateraler Nieren von C57BL/6-Mäusen nach myeloablativer 
Ganzkörperbestrahlung und Knochenmarktransplantation. Die Mäuse wurden im Alter von 10 Wochen 
bestrahlt, knochenmarktransplantiert und nach 4-wöchiger Rekonstitutionsphase zur Induktion renaler Fibrose 
einer UUO unterzogen. Die Nieren wurden 5 Tage nach der UUO entnommen und Schnitte von 1 µm Dicke 
gefärbt. Gezeigt sind repräsentative Aufnahmen der PAS-Färbung von Gewebeschnitten (A, C, E und G) nicht-
obstruierter (kontralateraler) und (B, D, F und H) obstruierter (UUO) Nieren. Die Schnitte wurden mit dem 
NanoZoomer 2.0-HT C9600 von Hamamatsu eingescannt und der Software NDPview fotografiert. (A + B) 
Wildtyp-Mäuse mit PDGF-C-defizientem Knochenmark (KM) (n = 15), (C + D) PDGF-C-defiziente Mäuse mit 
Wildtyp KM (n = 9), (E + F) Wildtyp-Mäuse mit Wildtyp KM (n = 6), (G + H) PDGF-C-defiziente Mäuse mit 
kontralateral UUO 
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PDGF-C-defizientem KM (n = 8). G = Glomerulus; T = Tubulus; TD = dilatierter Tubulus;                             
* = Bürstensaum.  
 
Bei der Betrachtung der PAS-Färbung zeigte sich, dass im Vergleich zu den nicht-
obstruierten, kontralateralen Nieren in den Gewebeschnitten obstruierter Nieren deutlich 
erkennbare tubuläre Schäden vorhanden waren. Diese waren charakterisiert durch den Verlust 
des Bürstensaums und die luminale Erweiterung der Tubuli als Folge der Hydronephrose, die 
durch die Ureterobstruktion induziert wird. Ebenso konnten innerhalb der Gewebeschnitte 
obstruierter Nieren Gewebevernarbungen aufgezeigt werden. Sichtbare Infiltrate von 
einwandernden Zellen konnten nicht eindeutig festgestellt werden. 
 
4.1.3 C57BL/6-Mäuse mit ausschließlich intrinsischem PDGF-C zeigen eine 
reduzierte α-SMA-Proteinexpression im Vergleich zu Wildtyp-Kontrolltieren  
 
Da in der Studie von Eitner et al. 2008 aufgezeigt wurde, dass in C57BL/6/SV129 PDGF-C-
defizienten Mäusen, die einer UUO zur Induktion einer renalen Fibrose unterzogen wurden, 
das Ausmaß der Fibrose verglichen mit ihren Wildtyp-Wurfgeschwistern signifikant reduziert 
ist [38], sollte nun untersucht werden, inwieweit die spezifische Defizienz von zirkulierendem 
oder intrinsischem PDGF-C einen Effekt auf die Matrixakkumulation in der UUO-induzierten 
Fibrose hat.  
Aus diesem Grund wurde unter anderem die mRNA-Expression von α-smooth muscle actin 
(αSMA), die gegen die Genexpression der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
(GAPDH) normalisiert wurde, mittels Taqman-Analyse in den Nierengeweben untersucht. 
Bei der Untersuchung der mRNA-Expression dieses Markers für aktivierte Myofibroblasten 
war festzustellen, dass kein signifikanter Unterschied darin bestand, ob ausschließlich 
intrinsisches (wt Maus/ ko KM) oder zirkulierendes (ko Maus/ wt KM) PDGF-C vorhanden 
war. Weiterhin ließen sich ebenfalls keine Unterschiede zwischen den beiden 
Kontrollgruppen (wt Maus/ wt KM und ko Maus/ ko KM) aufzeigen (s. Abb. 4.4).  
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Abb. 4.4: αSMA-mRNA-Expression in den Nierenkortices von C57BL/6-Mäusen, die einer myeloablativen 
Ganzkörperbestrahlung, Knochenmarktransplantation und UUO unterzogen worden sind. Die Mäuse 
wurden im Alter von 10 Wochen bestrahlt, knochenmarktransplantiert und nach 4-wöchiger 
Rekonstitutionsphase zur Induktion renaler Fibrose einer UUO unterzogen. Die Nieren wurden 5 Tage nach der 
UUO entnommen. Aus den obstruierten und nicht-obstruierten Nieren wurde RNA aus dem Kortexgewebe 
isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels qPCR analysiert. Die Normalisierung der relativen Expressionen 
erfolgte gegen GAPDH. Der Mittelwert von n = 3 Expressionswerten nicht-obstruierter Nierengewebe von 
Wildtyp-Mäusen transplantiert mit Wildtyp KM wurde gleich 1 gesetzt (nicht gezeigt) und die einzelnen 
Expressionswerte der 4 Gruppen darauf bezogen. Gezeigt sind ausschließlich die Expressionswerte der 
obstruierten Nieren. ● Wildtyp-Mäuse mit PDGF-C-defizientem KM (n = 15), ○ PDGF-C-defiziente Mäuse mit 
Wildtyp KM (n = 9), ♦ Wildtyp-Mäuse mit Wildtyp KM (n = 6), ◊ PDGF-C-defiziente Mäuse mit PDGF-C-
defizientem KM (n = 8). 
 
Die mRNA-Expression von αSMA in den Nierenkortices obstruierter Nieren zeigte dabei im 
Vergleich zu den kontralateralen, nicht-obstruierten Nieren eine um 3,23 ± 1,93-fach erhöhte 
Expression in der Wildtyp-Kontrollgruppe, eine um 5,62 ± 3,29-fach höhere Expression in der 
knockout-Kontrollgruppe und eine um 4,11 ± 2,5-fach gesteigerte Expression in der Gruppe 
mit ausschließlich intrinsischem PDGF-C (wt Maus/ ko KM). In der Gruppe, die nur 
zirkulierendes PDGF-C (ko Maus/ wt KM) aufzeigte, war eine 4,81 ± 1,32-fache Expression 
zu beobachten (s. Abb. 4.4).   
 
Um renales αSMA ebenfalls auf Ebene der Proteinexpression zu analysieren, wurden 
Gewebeschnitte angefertigt, gefärbt (s. 3.4.1-3.4.3 und 3.4.5) und mittels morphometrischer 
Auswertung (s. 3.4.7) quantifiziert. Dabei konnten auch hier, wie bereits auf mRNA-Ebene 
aufgezeigt, keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden (s. 
Abb. 4.5).   
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Abb. 4.5: Immunhistologische Darstellung von αSMA in den Nierenkortices von C57BL/6-Mäusen, die 
einer myeloablativen Ganzkörperbestrahlung, Knochenmarktransplantation und UUO unterzogen 
worden sind. Die Mäuse wurden im Alter von 10 Wochen bestrahlt, knochenmarktransplantiert und nach         
4-wöchiger Rekonstitutionsphase zur Induktion renaler Fibrose einer UUO unterzogen. Die Nieren wurden 5 
Tage nach der UUO entnommen und Schnitte von 1 µm Dicke gefärbt. Gezeigt sind repräsentative Aufnahmen 
von Gewebeschnitten von Mäusen mit (A) ausschließlich intrinsischem (wt Maus/ ko KM)-, (B) ausschließlich 
zirkulierendem (ko Maus/ wt KM)-, (C) intrinsischem und zirkulierendem (wt Maus/ wt KM)- und (D) keinem 
PDGF-C (ko Maus/ ko KM). (E) Die Quantifizierung erfolgte morphometrisch, indem von jedem Nierenschnitt 
wt Maus/ ko KM ko Maus/ wt KM 
ko Maus/ ko KM wt Maus/ wt KM 
100 µm 100 µm 
100 µm 100 µm 
A B 
C D 
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mit der NDPview Software mindestens 10 Fotografien erstellt wurden, ein Schwellenwert für die gefärbte Fläche 
mit ImageJ gesetzt und der Mittelwert gebildet wurde. ● Wildtyp-Mäuse mit PDGF-C-defizientem KM (n = 14), 
○ PDGF-C-defiziente Mäuse mit Wildtyp KM (n = 9), ♦ Wildtyp-Mäuse mit Wildtyp KM (n = 6), ◊ PDGF-C-
defiziente Mäuse mit PDGF-C-defizientem KM (n = 8). Die dargestellten Pfeile (A-D) zeigen beispielhaft auf 
positiv angefärbte Areale. 
 
Die αSMA-Expression in den Gewebeschnitten aller Gruppen zeigte eine prozentuale 
Anfärbung von mindestens 2,14 ± 1,05 % und maximal 3,55 ± 1,75 %, wobei die schwächste 
Expression bei der Wildtyp-Kontrollgruppe (wt Maus/ wt KM), die stärkste bei der knockout-
Kontrollgruppe (ko Maus/ ko KM) zu verzeichnen war (s. Abb. 4.5).    
Eine weitere Darstellung und Quantifizierung der αSMA-Proteinexpression erfolgte mit der 
Western Blot-Analyse (s. Abb. 4.6). Dabei zeigten sich keine Unterschiede zwischen 
Wildtyp-Kontrollgruppe (wt Maus/ wt KM), knockout-Kontrollgruppe (ko Maus/ ko KM) und 
der Gruppe, die ausschließlich zirkulierendes PDGF-C (ko Maus/ wt KM) aufzuweisen hatte.  
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Abb. 4.6: Darstellung der αSMA-Proteinexpression in den Nierenkortices mittels Western Blot-Analyse 
von C57BL/6-Mäusen, die einer myeloablativen Ganzkörperbestrahlung, Knochenmarktransplantation 
und UUO unterzogen worden sind. Die Mäuse wurden im Alter von 10 Wochen bestrahlt, 
knochenmarktransplantiert und nach 4-wöchiger Rekonstitutionsphase zur Induktion renaler Fibrose einer UUO 
unterzogen. Die Nieren wurden 5 Tage nach der UUO entnommen und die Gewebestücke zur Herstellung der 
Proteinlysate homogenisiert. Je 10 µg des Gesamtproteins wurden für die SDS-PAGE eingesetzt, wobei die 
Proben der verschiedenen Gruppen gleichermaßen auf 3 Gele verteilt wurden, um eventuelle 
αSMA, 42 kDa 
GAPDH, 37 kDa 
wt Maus/ 
wt KM 
ko Maus/ 
ko KM 
wt Maus/ 
ko KM 
ko Maus/ 
wt KM 
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Kontrastunterschiede bei der Entwicklung der Membranen auszugleichen. Nach dem Blotten wurde die 
Membran vorerst mit dem anti-αSMA-Antikörper inkubiert, anschließend gestrippt und mit dem anti-GAPDH-
Antikörper inkubiert. Da die Intensität der Banden proportional zur Proteinmenge ist, wurde die Menge an 
αSMA- und GAPDH-markiertem Protein jeweils zueinander ins Verhältnis gesetzt und die Wildtyp-
Kontrollgruppe (wt Maus/ wt KM) einer jeden Membran gleich 1 gesetzt. (A) Dargestellt ist eine der 3 
Membranen, deren Gruppen-Reihenfolge der Grafik angepasst und aus diesen Gründen zugeschnitten wurde. (B) 
Zeigt die Quantifizierung aller 3 Membranen. ● Wildtyp-Mäuse mit PDGF-C-defizientem KM (n = 15), ○ 
PDGF-C-defiziente Mäuse mit Wildtyp KM (n = 9), ♦ Wildtyp-Mäuse mit Wildtyp KM (n = 6), ◊ PDGF-C-
defiziente Mäuse mit PDGF-C-defizientem KM (n = 8). 
 
Eine signifikant reduzierte Expression von αSMA gab es jedoch in der Gruppe mit nur 
renalem, intrinsischem PDGF-C (wt Maus/ ko KM). Hier war die Expression 0,35 ± 0,17-fach 
so hoch wie in der Wildtyp-Kontrollgruppe (*p<0,05) (s. Abb. 4.6). 
 
Um das Ausmaß der Fibrose und damit der Matrixakkumulation im Nierenkortexgewebe zu 
charakterisieren, wurde das Gewebe neben dem Fibrogenese-Marker αSMA ebenso für das 
Matrixprotein Kollagen Typ 1 gefärbt.  
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Abb. 4.7: Immunhistologische Darstellung von Kollagen Typ 1 in den Nierenkortices von C57BL/6-
Mäusen, die einer myeloablativen Ganzkörperbestrahlung, Knochenmarktransplantation und UUO 
unterzogen worden sind. Die Mäuse wurden im Alter von 10 Wochen bestrahlt, knochenmarktransplantiert und 
nach 4-wöchiger Rekonstitutionsphase zur Induktion renaler Fibrose einer UUO unterzogen. Die Nieren wurden 
5 Tage nach der UUO entnommen und Schnitte von 1 µm Dicke gefärbt. Gezeigt sind repräsentative Aufnahmen 
von Gewebeschnitten mit (A) ausschließlich intrinsischem (wt Maus/ ko KM)-, (B) ausschließlich 
zirkulierendem (ko Maus/ wt KM)-, (C) intrinsischem und zirkulierendem (wt Maus/ wt KM)- und (D) keinem 
PDGF-C (ko Maus/ ko KM). (E) Die Quantifizierung erfolgte morphometrisch, indem von jedem Nierenschnitt 
mit der NDPview Software mindestens 10 Fotografien erstellt wurden, ein Schwellenwert für die gefärbte Fläche 
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mit ImageJ gesetzt und der Mittelwert gebildet wurde. ● Wildtyp-Mäuse mit PDGF-C-defizientem KM (n = 15), 
○ PDGF-C-defiziente Mäuse mit Wildtyp KM (n = 9), ♦ Wildtyp-Mäuse mit Wildtyp KM (n = 6), ◊ PDGF-C-
defiziente Mäuse mit PDGF-C-defizientem KM (n = 8). Die dargestellten Pfeile zeigen beispielhaft auf positiv 
angefärbte Areale. 
 
Bei dieser Färbung zeigte sich, ähnlich wie bei der histologischen Darstellung von αSMA, 
dass keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen bestanden. Der prozentuale 
Anteil der angefärbten Fläche lag zwischen 3,79 ± 2,32 % bei der Gruppe mit sowohl 
zirkulierendem als auch intrinsischem PDGF-C (Wildtyp-Kontrollgruppe) und 4,55 ± 2,58 % 
bei den knockout-Kontrolltieren, die kein PDGF-C aufwiesen (s. Abb. 4.7). 
 
4.1.4 Renale Entzündungsmarker von C57BL/6-Mäusen mit jeweils ausschließlich 
zirkulierendem oder -intrinsischem PDGF-C zeigen keine signifikanten 
Unterschiede in der renalen Fibrose 
 
Um herauszufinden, ob das PDGF-C von zirkulierenden, vom Knochenmark-stammenden 
Zellen oder eher von renalen intrinsischen Zellen einen Einfluss auf die entzündlichen 
Prozesse im Rahmen der Nierenfibrose hat, wurden die Mäuse, die einer myeloablativen 
Ganzkörperbestrahlung, Knochenmarktransplantation und UUO unterzogen wurden, auf die 
Faktoren MCP-1, ER-HR3 und F4/80 hin untersucht und deren Expressionen bestimmt.  
Bei erstgenanntem handelt es sich um das Chemokin Monocyte chemoattractant protein 1 
(MCP-1/CCL2) dessen Gen identisch ist mit dem murinen Gen je, einem Gen, dessen 
Expression in Maus-Fibroblasten durch PDGF induziert wird. MCP-1 ist für die Rekrutierung 
von Monozyten und Makrophagen verantwortlich, beeinflusst aber ebenso die T-Zell 
Immunität [50]. 
Bei der Analyse der MCP-1-mRNA-Expression zeigten sich allerdings keine signifikanten 
Unterschiede zwischen den Gruppen. Die gemittelte Expression belief sich bei der Wildtyp-
Kontrollgruppe, die durch das Vorhandensein von sowohl zirkulierendem als auch 
intrinsischem PDGF-C charakterisiert werden konnte, auf eine um das 90,45 ± 78,25-fach 
erhöhte Expression im Vergleich zu den kontralateralen, nicht-obstruierten Nierengeweben 
am Tag 5 nach UUO. Die relativen Expressionen in der Gruppe von Mäusen mit 
ausschließlich zirkulierendem PDGF-C (ko Maus/ wt KM) und in der knockout-
Kontrollgruppe ohne jegliches PDGF-C lagen bei einer 64,47 ± 39,55-fach und                 
87,31 ± 49,25-fach erhöhten Expression. Die Gruppe, die ausschließlich intrinsisches PDGF-
C aufzeigen konnte, lag mit einer um das 438,01 ± 998,09-fach erhöhten relativen Expression 
im Vergleich zu den kontralateralen Nierenkortices deutlich über den Werten der vorherig 
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erläuterten Gruppen, welches jedoch auf zwei einzelne erhöhte Werte zurückgeführt werden 
kann (s. Abb. 4.8). 
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Abb. 4.8: mRNA-Expression von MCP-1 in den Nierenkortices von C57BL/6-Mäusen, die einer 
myeloablativen Ganzkörperbestrahlung, Knochenmarktransplantation und UUO unterzogen worden 
sind. Die Mäuse wurden im Alter von 10 Wochen bestrahlt, knochenmarktransplantiert und nach 4-wöchiger 
Rekonstitutionsphase zur Induktion renaler Fibrose einer UUO unterzogen. Die Nieren wurden 5 Tage nach der 
UUO entnommen. Aus nicht-obstruierten und obstruierten Nieren wurde RNA aus dem Kortexgewebe isoliert, 
in cDNA umgeschrieben und mittels qPCR analysiert. Die Normalisierung der relativen Expressionen erfolgte 
gegen GAPDH. Der Mittelwert von n = 3 Expressionswerten nicht-obstruierter Nierengeweben von Wildtyp-
Mäusen transplantiert mit Wildtyp KM wurde gleich 1 gesetzt (nicht gezeigt) und die einzelnen 
Expressionswerte der Gruppen darauf bezogen. ● Wildtyp-Mäuse mit PDGF-C-defizientem KM (n = 15), ○ 
PDGF-C-defiziente Mäuse mit Wildtyp KM (n = 9), ♦ Wildtyp-Mäuse mit Wildtyp KM (n = 6), ◊ PDGF-C-
defiziente Mäuse mit PDGF-C-defizientem KM (n = 7). 
 
Neben MCP-1 wurden die Gewebeschnitte der Nierenkortices ebenso für ER-HR3 gefärbt, 
einem Marker, der die Mehrheit der Blut-Monozyten wie auch eine Subpopulation reifer, 
residenter Makrophagen visualisiert. In allen Gruppen konnten deutlich erkennbar 
gewebsständige Makrophagen nachgewiesen und quantifiziert werden. Die Expressionen 
lagen zwischen 0,28 ± 0,17 % (Anteil ER-HR3 positiv gefärbte Fläche) bei den C57BL/6-
Mäusen, die ausschließlich intrinsisches PDGF-C (wt Maus/ ko KM) hatten und                 
0,46 ± 0,43 % bei den Mäusen, die durch zirkulierendes PDGF-C (ko Maus/ wt KM) 
gekennzeichnet waren. Signifikante Unterschiede waren aufgrund der hohen 
Standardabweichungen jedoch nicht festzustellen (s. Abb. 4.9).  
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Abb. 4.9: Immunhistologische Darstellung infiltrierender Makrophagen mittels ER-HR3-Färbung in den 
Nierenkortices von C57BL/6-Mäusen, die einer myeloablativen Ganzkörperbestrahlung, 
Knochenmarktransplantation und UUO unterzogen worden sind. Die Mäuse wurden im Alter von 10 
Wochen bestrahlt, knochenmarktransplantiert und nach 4-wöchiger Rekonstitutionsphase zur Induktion renaler 
Fibrose einer UUO unterzogen. Die Nieren wurden 5 Tage nach der UUO entnommen und Schnitte von 1 µm 
Dicke gefärbt. Gezeigt sind repräsentative Aufnahmen von Gewebeschnitten mit (A) ausschließlich 
intrinsischem (wt Maus/ ko KM)-, (B) ausschließlich zirkulierendem (ko Maus/ wt KM)-, (C) intrinsischem und 
zirkulierendem (wt Maus/ wt KM)- und (D) keinem PDGF-C (ko Maus/ ko KM). (E) Die Quantifizierung 
erfolgte morphometrisch, indem von jedem Nierenschnitt mit der NDPview Software mindestens 10 Fotografien 
erstellt wurden, ein Schwellenwert für die gefärbte Fläche mit ImageJ gesetzt und der Mittelwert gebildet wurde. 
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● Wildtyp-Mäuse mit PDGF-C-defizientem KM (n = 15), ○ PDGF-C-defiziente Mäuse mit Wildtyp KM (n = 9), 
♦ Wildtyp-Mäuse mit Wildtyp KM (n = 6), ◊ PDGF-C-defiziente Mäuse mit PDGF-C-defizientem KM (n = 8). 
Die dargestellten Pfeile zeigen beispielhaft auf positiv angefärbte Areale. 
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Abb. 4.10: Immunhistologische Darstellung infiltrierender Makrophagen mittels F4/80-Färbung in den 
Nierenkortices von C57BL/6-Mäusen, die einer myeloablativen Ganzkörperbestrahlung, 
Knochenmarktransplantation und UUO unterzogen worden sind. Die Mäuse wurden im Alter von 10 
Wochen bestrahlt, knochenmarktransplantiert und nach 4-wöchiger Rekonstitutionsphase zur Induktion renaler 
Fibrose einer UUO unterzogen. Die Nieren wurden 5 Tage nach der UUO entnommen und Schnitte von 1 µm 
Dicke gefärbt. Gezeigt sind repräsentative Aufnahmen von Gewebeschnitten mit (A) ausschließlich 
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intrinsischem (wt Maus/ ko KM)-, (B) ausschließlich zirkulierendem (ko Maus/ wt KM)-, (C) intrinsischem und 
zirkulierendem (wt Maus/ wt KM)- und (D) keinem PDGF-C (ko Maus/ ko KM). (E) Die Quantifizierung 
erfolgte morphometrisch, indem von jedem Nierenschnitt mit der NDPview Software mindestens 10 Fotografien 
erstellt wurden, ein Schwellenwert für die gefärbten Fläche mit ImageJ gesetzt und der Mittelwert gebildet 
wurde. ● Wildtyp-Mäuse mit PDGF-C-defizientem KM (n = 6), ○ PDGF-C-defiziente Mäuse mit Wildtyp KM 
(n = 15), ♦ Wildtyp-Mäuse mit Wildtyp KM (n = 9), ◊ PDGF-C-defiziente Mäuse mit PDGF-C-defizientem KM 
(n = 7). Die dargestellten Pfeile zeigen beispielhaft auf positiv angefärbte Areale. 
 
Ein weiterer Marker, der zur Identifizierung von Makrophagen herangezogen wurde, war 
F4/80, dessen Expression während der Makrophagen-Reifung und -Aktivierung variiert und 
zudem ebenfalls von einer Subpopulation von dendritischen Zellen exprimiert wird. 
Ähnlich wie bei der ER-HR3-Färbung (s. Abb. 4.9) konnten bei der F4/80-Färbung keine 
signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen festgestellt werden. Der 
Anteil der positiv gefärbten Fläche lag bei den C57BL/6-Mäusen mit ausschließlich 
intrinsischem PDGF-C (wt Maus/ ko KM) bei 0,32 ± 0,41 %, bei den Tieren mit 
ausschließlich zirkulierendem PDGF-C (ko Maus/ wt KM) bei 0,47 ± 0,43 %, in der Wildtyp-
Kontrollgruppe bei 0,27 ± 0,29 % und in der knockout-Kontrollgruppe bei 0,63 ± 0,49 % (s. 
Abb. 4.10). 
 
4.1.5  C57BL/6-Wildtyp-Mäuse mit dem transplantierten Knochenmark von 
PDGF-C-defizienten Spendertieren weisen nach Induktion einer renalen 
Fibrose keine infiltrierenden, PDGF-C-defizienten Zellen auf 
 
Mit Hilfe der X-Gal-Färbung (s. 3.4.6) sollten PDGF-C-defiziente Zellen, unter anderem auch 
infiltrierende Makrophagen, nachgewiesen werden. Da das Produkt dieser Färbung ein blauer 
Lack ist, wurden die Gewebeschnitte auf das Vorhanden- oder nicht-Vorhandensein dieses 
blauen Farbstoffes hin untersucht. In den Geweben war zu erkennen, dass in der Wildtyp-
Kontrollgruppe in keinem der Gewebeschnitte, wie auch erwartet, das Auftreten des blauen 
Farbstoffes nachzuweisen war. Da hier keine intrinsischen und zirkulierenden Zellen defizient 
für PDGF-C waren, konnte auch keine β-Galaktosidase und dementsprechend auch kein 
Substrat umgesetzt und somit kein blauer Lack visualisiert werden. Im Gegensatz dazu konnte 
man eine starke Färbung in den Nierenkortexgeweben der knockout-Kontrollgruppe 
feststellen. Da hier sowohl zirkulierende als auch residente Zellen den mutierten Lokus 
aufwiesen und somit die dort jeweils vorhandene β-Galaktosidase das Substrat umsetzen 
konnte, war bei jedem Tier dieser Gruppe der blaue Lack nachzuweisen (s. Abb. 4.11).   
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Abb. 4.11: X-Gal-Färbung in den Nierenkortices von C57BL/6-Mäusen, die einer myeloablativen 
Ganzkörperbestrahlung, Knochenmarktransplantation und UUO unterzogen worden sind. Die Mäuse 
wurden im Alter von 10 Wochen bestrahlt, knochenmarkstransplantiert und nach 4-wöchiger 
Rekonstitutionsphase zur Induktion renaler Fibrose einer UUO unterzogen. Die Nieren wurden 5 Tage nach der 
UUO entnommen, Gewebeschnitte von 10 µm Dicke geschnitten und gefärbt. Gezeigt sind repräsentative 
Aufnahmen von Gefrierschnitten mit (A) ausschließlich intrinsischem (wt Maus/ ko KM)-, (B) ausschließlich 
zirkulierendem (ko Maus/ wt KM)-, (C) intrinsischem und zirkulierendem (wt Maus/ wt KM)- und (D) keinem 
PDGF-C (ko Maus/ ko KM). Die Gewebeschnitte wurden mit dem NanoZoomer 2.0-HT C9600 von Hamamatsu 
eingescannt und der Software NDPview fotografiert. Die dargestellten Pfeile zeigen beispielhaft auf positiv 
angefärbte Areale. 
 
Bei C57BL/6-Mäusen, die ausschließlich zirkulierendes PDGF-C (ko Maus/ wt KM) 
aufwiesen und somit charakterisiert waren durch intrinsische Zellen, die kein PDGF-C aber 
das lacZ-Gen exprimierten, konnte ebenso der Farbstoff, ähnlich wie bei der knockout-
Kontrollgruppe, nachgewiesen werden.    
Interessanterweise konnten in keinem der gefärbten Schnitte der Tiergruppe, die 
ausschließlich intrinsisches PDGF-C (wt Maus/ ko KM) aufwies (s. Abb. 4.11 A), 
infiltrierende Zellen, die defizient für PDGF-C waren, nachgewiesen werden. Wären 
beispielsweise PDGF-C-defiziente Makrophagen in das Gewebe eingedrungen, so wären 
diese durch eine Blaufärbung zu erkennen gewesen, da zirkulierende Zellen, wenn es sich 
dabei um PDGF-C exprimierende Zellen handelt, ausschließlich den mutierten PDGF-C-
Lokus aufwiesen. Dies konnte allerdings nicht festgestellt werden (s. Abb. 4.11).  
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4.1.6 Anzahl der Erythrozyten und Hämatokrit-Werte unbehandelter, PDGF-C-
defizienter C57BL/6-Mäuse und deren Wurfgeschwister unterscheiden sich 
signifikant voneinander, nicht jedoch die Blutwerte der transplantierten 
Tiere nach UUO.  
 
Neben den bisher geschilderten Untersuchungen, wurden ebenso die Blutparameter der 
C57BL/6-Mäuse, die einer myeloablativen Ganzkörperbestrahlung, 
Knochenmarktransplantation und folgender UUO unterzogen worden sind, analysiert, um 
herauszufinden ob Auswirkungen der Strahlung auf das blutbildende System zu erkennen 
sind. Vergleichend hierzu wurden die Blutparameter von C57BL/6-Wildtyp- und PDGF-C-
defizienten Mäusen, die keiner Behandlung unterzogen worden sind, untersucht. Die 
Analysen der Blutparameter wurden dabei nicht in den Mäusen des 
Knochenmarktransplantations-Experiments vor der Bestrahlung und nach der Tötung der 
Tiere durchgeführt, sondern in zwei gesonderten Versuchen. Zum einen erfolgte dies, da die 
Mortalität bei der retrobulbären Blutabnahme deutlich ansteigen kann und somit 
möglicherweise zu einem hohen Verlust an Versuchstieren bereits zu Beginn des 
Experimentes hätte führen können (die retrobulbäre Blutentnahme ist geeignet für die finale 
Blutung). Zum anderen wurden weniger Tiere als im Transplantations-Experiment für die 
Analyse des Blutes gebraucht. Somit hätte eine Blutabnahme bei nur einigen wenigen der 
C57BL/6-Mäusen, die bestrahlt, knochenmarktransplantiert und einer UUO unterzogen 
worden sind, zu ungleichen Voraussetzungen für diese Mäuse (mögliche 
Infektion/Inflammation bei den Mäusen, denen vor der Bestrahlung Blut entnommen wurde), 
und somit zu größeren Streuungen in den Ergebnissen, geführt.  
Die gemittelten Leukozyten-Werte der Mäuse aus dem Knochenmarktransplantations-
Experiment lagen zwischen 4,32 ± 1,81 und 4,89 ± 2,13 x 103 Leukozyten/µl, der Mittelwert 
bei den PDGF-C-defizienten Mäusen, denen das Knochenmark von Wildtyp-Tieren 
transplantiert wurde, allerdings etwas unterhalb davon bei 3,74 ± 1,83 x 103 Leukozyten/µl 
(Abb. 4.12 A). Die Erythrozyten-Werte lagen zwischen 7,8 ± 0,56 und 8,3 ± 0,94 x 106 
Erythrozyten/µl (Abb. 4.12 B), die Thrombozyten-Werte zwischen 833,14 ± 357,19 und  
1165 ± 225,1 x 103 Thrombozyten/µl (Abb. 4.12 C). Insgesamt waren keine signifikanten 
Unterschiede zwischen den Gruppen zu erkennen.  
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Abb. 4.12: Blutparameter von C57BL/6-Mäusen, die einer myeloablativen Ganzkörperbestrahlung, 
Knochenmarktransplantation und UUO unterzogen worden sind. Die Mäuse wurden im Alter von 10 
Wochen bestrahlt, knochenmarktransplantiert und nach 4-wöchiger Rekonstitutionsphase zur Induktion renaler 
Fibrose einer UUO unterzogen. An Tag 5 nach der UUO wurde den Mäusen mittels Sodaglaskapillare 
retrobulbär Blut entnommen. Das Blut wurde in EDTA-Röhrchen aufgefangen und im Institut für 
Versuchstierkunde des Uniklinikums Aachen auf (A) Leukozyten, (B) Erythrozyten, (C) Thrombozyten, (D) 
Hämatokrit und (E) Hämoglobin hin untersucht. ● Wildtyp-Mäuse mit PDGF-C-defizientem KM (n = 15), ○ 
PDGF-C-defiziente Mäuse mit Wildtyp KM (n = 7), ♦ Wildtyp-Mäuse mit Wildtyp KM (n = 6), ◊ PDGF-C-
defiziente Mäuse mit PDGF-C-defizientem KM (n = 8). 
 
Bei den Messungen der Hämatokrit- und Hämoglobin-Werte konnten für die transplantierten 
Tiere ebenfalls keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Die gemittelten 
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Hämatokrit-Werte lagen zwischen 32,83 ± 1,16 und 35,67 ± 3,89 % (s. Abb. 4.12 D), die 
Hämoglobin-Werte zwischen 11,8 ± 0,57 und 12,38 ± 1,49 g/dL (s. Abb. 4.12 E). 
Auch bei den unbehandelten C57BL/6-Wildtyp- und PDGF-C-defizienten Mäusen wurden die 
Konzentrationen der Leukozyten, Erythrozyten und Thrombozyten untersucht, ebenso wie die 
Werte für Hämoglobin und Hämatokrit bestimmt.  
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Abb. 4.13: Blutparameter von C57BL/6-Wildtyp- und PDGF-C-defizienten Mäusen. Analysiert wurden 
weibliche Wildtyp- und PDGF-C-defiziente Mäuse im Alter von 12-13 Wochen. Mittels Sodaglaskapillare 
wurde den Mäusen retrobulbär Blut entnommen. Das Blut wurde in EDTA-Röhrchen aufgefangen und im 
Institut für Versuchstierkunde des Uniklinikums Aachen auf (A) Leukozyten, (B) Erythrozyten, (C) 
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Thrombozyten, (D) Hämatokrit und (E) Hämoglobin hin untersucht. ♦ Wildtyp-Mäuse (n = 3), ◊ PDGF-C-
defiziente Mäuse (n = 3). *p<0,05. 
 
Beim Vergleich der Leukozyten-, Thrombozyten- und Hämoglobin-Werte konnten keine 
signifikanten Differenzen aufgezeigt werden. Die Erythrozyten-Werte der C57BL/6-Wildtyp- 
Mäuse lagen bei 7,94 ± 0,11 x 106 Erythrozyten/µl, die der PDGF-C-defizienten Mäuse bei 
8,97 ± 0,63 x 106 Erythrozyten/µl. Letztere zeigten damit signifikante Unterschiede 
zueinander auf. Ebenfalls signifikant unterschieden sich die Hämatokrit-Werte. Diese 
betrugen bei den PDGF-C-Wildtyp-Mäusen 33,8 ± 0,66 % und bei den PDGF-C-defizienten 
C57BL/6-Mäusen 38,63 ± 2,84 %. 
 
4.2  Vergleich von C57BL/6- und SV129-Mäusen nach 5-tägiger unilateraler 
Ureterobstruktion   
 
Zu einer weiteren Fragestellung führten die in der Knochenmark-Transplantationsstudie nur 
sehr geringen Expressionen von αSMA (s. Abb. 4.5) und Kollagen Typ 1 (s. Abb. 4.7) in den 
histologischen Analysen sowie insbesondere die fehlenden Unterschiede zwischen den 
transplantierten Kontrollgruppen, verglichen mit den Resultaten, die 2008 veröffentlicht 
wurden [38]. Dort wurden C57BL/6-Mäuse verwendet und mit irrelevantem IgG oder anti-
PDGF-C behandelt, wobei in den Histologien von sowohl αSMA als auch von Kollagen Typ I 
über 8 % positiv gefärbte Fläche in den IgG-behandelten Mäusen, die einer UUO unterzogen 
worden waren, verzeichnet werden konnte [38]. Die Werte der Wildtyp-Kontrolltiere aus den 
Knochenmarktransplantations-Versuchen lagen für αSMA und Kollagen Typ 1 jeweils 
unterhalb von 5 % positiv gefärbter Fläche. In beiden Fällen (2008, IgG vs. anti-PDGF-C, 
2014 in der vorliegenden Arbeit wt vs. ko) lagen zwar unterschiedliche Versuchsansätze vor, 
jedoch wurde der gleiche Mausstamm (reiner C57BL/6 Hintergrund) genutzt, um die 
Auswirkungen der PDGF-C-Defizienz zu untersuchen. Um unter anderem auch der Frage 
nachzugehen, ob die myeloablative Ganzkörperbestrahlung generell einen (möglicherweise 
positiven) Effekt auf den Verlauf der induzierten renalen Fibrose ausübt, wurden deshalb in 
einem Folgeversuch C57BL/6-Wildtyp und PDGF-C-defiziente Mäuse analysiert, die einer 5-
tägigen UUO unterzogen wurden.  
Gleichzeitig wurde in einem parallelen Ansatz untersucht, ob der genetische Hintergrund für 
den Schweregrad der Fibrose eine Rolle spielt, da in Vorversuchen (nicht dargestellt und 
unveröffentlicht) mit Mäusen auf C57BL/6/SV129-Hintergrund, die einer myeloablativen 
Ganzkörperbestrahlung, mit folgender Knochenmarktransplantation und UUO, unterzogen 
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wurden, ähnlich hohe Expressionen z. B. für Kollagen Typ 1 wie in der 2008-Studie gezeigt 
wurden.  
 
4.2.1 Experimentelles Design der Tiermodelle  
 
Um den oben genannten Fragestellungen nachzugehen, wurden zwei verschiedene 
Experimente durchgeführt:  
1) Es wurden C57BL/6-Wildtyp- und PDGF-C-defiziente Mäuse einer UUO unterzogen, 5 
Tage später getötet und die Nieren entnommen. Die Medullae wurden entfernt und die 
Nierenkortices für RNA-Analysen sowie histologische Färbungen verwendet (s. Abb. 4.14 
A). 
2) In einem zweiten Experiment wurden anstelle der C57BL/6-Mäuse nun SV129-Mäuse 
gewählt. Diesen wurde an den Tagen -1, 1 und 3 irrelevantes IgG oder ein neutralisierender 
anti-PDGF-C Antikörper intraperitoneal (i.p.) appliziert. An Tag 0 wurden die Mäuse einer 
unilateralen Ureterobstruktion (UUO) unterzogen, 5 Tage danach getötet und die Nieren 
entnommen. Wieder wurde die Medulla der jeweiligen Niere entfernt und die Nierenkortices 
für RNA-Analysen und histologische Untersuchungen verwandt (s. Abb. 4.14 B).     
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Abb. 4.14: Experimentelles Design. (A) C57BL/6-Wildtyp- und PDGF-C-defiziente Mäuse wurden einer UUO 
unterzogen, 5 Tage später erfolgte die Nierenentnahme. (B) Wildtyp-SV129-Mäuse wurden am Tag 0 einer 
UUO unterzogen. An den Tagen -1, 1 und 3 wurde den Mäusen irrelevantes IgG oder neutralisierender anti-
PDGF-C-Antikörper (10 mg/kg) i.p. appliziert. An Tag 5 nach der UUO erfolgte die Nierenentnahme. 
 
4.2.2 C57BL/6- und SV129-Mäuse weisen dilatierte Tubuli in den obstruierten 
Nieren auf 
 
Zur Feststellung, ob die durchgeführten UUOs tatsächlich zu einer Hydronephrose und den 
damit einhergehenden Schäden geführt hatten, wurde zunächst eine PAS-Färbung von allen 
Gewebeschnitten angefertigt und auf tubuläre Schäden sowie auf fibrotisches Gewebe und 
Inflammation hin untersucht. 
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Abb. 4.15: Histologie von C57BL/6- und SV129-Mäusen mit UUO-induzierter Fibrose. PAS-Färbung von 
Gewebeschnitten nicht-obstruierter (kontralateral, linke Spalte A, C, E und G) und obstruierter Nieren (UUO, 
rechte Spalte B, D, F und H). (A-D) Unbehandelte C57BL/6 PDGF-C-Wildtyp- und PDGF-C-defiziente Mäuse 
wurden einer UUO unterzogen und die Nieren 5 Tage danach entnommen. (E-H) SV129-Mäuse wurden an    
Tag 0 ebenfalls einer UUO unterzogen. An den Tagen -1, 1 und 3 wurde den Mäusen irrelevantes IgG oder 
neutralisierender anti-PDGF-C-Antikörper i.p. appliziert und die Nieren wurden 5 Tage nach der UUO 
entnommen. Gewebeschnitte von 1 µm Dicke wurden angefertigt und gefärbt. Anschließend wurden diese mit 
dem NanoZoomer 2.0-HT C9600 von Hamamatsu eingescannt und der Software NDPView fotografiert. (A + B) 
C57BL/6-Wildtyp-Mäuse (n = 6), (C + D) PDGF-C-defiziente C57BL/6-Mäuse (n = 5), (E + F) IgG-behandelte 
kontralateral UUO 
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SV129-Mäuse (n = 4) und (G + H) anti-PDGF-C-behandelte SV129-Mäuse (n = 4). G = Glomerulus; T = 
Tubulus; TD = dilatierter Tubulus; * = Bürstensaum. 
 
Dabei ließ sich erkennen, dass in allen Gewebeschnitten der kontralateralen Nieren, sowohl in 
den C57BL/6-Wildtyp- und PDGF-C-defizienten Mäusen als auch in den Gewebeschnitten 
der IgG- und anti-PDGF-C-behandelten SV129-Mäuse, keine sichtbaren Schäden auftraten. 
Im Gegensatz dazu konnten, wie erwartet, in jedem Schnitt der Nierenkortexgewebe 
obstruierter (UUO) Nieren tubuläre Schäden aufgezeigt werden. Diese waren deutlich 
erkennbar an der Dilatation der Tubuli und am Verlust des Bürstensaums. Ebenso ließen sich 
Gewebevernarbungen, jedoch keine offensichtlichen Zellinfiltrate, in den Gewebeschnitten 
obstruierter Nieren nachweisen. 
                            
4.2.3  Anti-PDGF-C- vs. IgG-behandelte SV129-Mäuse zeigen eine deutliche Reduktion 
der induzierten Fibrose  
 
Neben der PAS-Färbung erfolgte die Untersuchung zur Expression des Fibrogenesemarkers 
αSMA (s. Abb. 4.16 und Abb. 4.17) und der Fibrosemarker Kollagen Typ I (s. Abb. 4.18) und 
Kollagen Typ IV (s. Abb. 4.19) bei den C57BL/6 PDGF-C-Wildtyp- und PDGF-C-
defizienten Mäusen ebenso wie bei den SV129-Mäusen, denen entweder IgG oder anti-
PDGF-C injiziert wurde.  
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Abb. 4.16: mRNA-Expression von αSMA in den Nierenkortices an Tag 5 nach unilateraler 
Ureterobstruktion (UUO). Aus obstruierten (UUO) und aus nicht-obstruierten (kontralateralen) Nieren wurde 
RNA aus dem Kortexgewebe isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels qPCR analysiert. Die Normalisierung 
der relativen Expressionen erfolgte gegen GAPDH. Die Mittelwerte der Kontrollproben (IgG kontralateral bzw. 
wt kontralateral) wurden gleich 1 gesetzt und die übrigen Werte jeweils darauf bezogen. (A) Insgesamt 11 
Mäusen (n = 6 PDGF-C wt; n = 5 PDGF-C ko) auf reinem C57BL/6-Hintergrund wurden 5 Tage nach der UUO 
die Nieren entnommen. (B) Insgesamt 8 Mäuse auf dem SV129-Hintergrund wurden an Tag 0 einer UUO 
unterzogen. An den Tagen -1, 1 und 3 wurde den Mäusen entweder irrelevantes IgG (n = 4) oder anti-PDGF-C-
Antikörper (n = 4) i.p. injiziert. Am Tag 5 nach der UUO wurden die Nieren entnommen. ■ Kontralaterale, 
nicht-obstruierte Nieren von C57BL/6 PDGF-C-Wildtyp-Mäusen, □ kontralaterale, nicht-obstruierte Nieren von 
C57BL/6 PDGF-C-defizienten Mäusen, ▲ obstruierte Nieren von C57BL/6 PDGF-C-Wildtyp-Mäusen, ∆ 
obstruierte Nieren von C57BL/6 PDGF-C-defizienten Mäusen, ● kontralaterale, nicht-obstruierte Nieren von 
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IgG-behandelten SV129-Mäusen, ○ kontralaterale, nicht-obstruierte Nieren von anti-PDGF-C-behandelten 
SV129-Mäusen, ♦ obstruierte Nieren von IgG-behandelten SV129-Mäusen und ◊ obstruierte Nieren von anti-
PDGF-C-behandelten SV129-Mäusen. *p<0,05. Signifikante Veränderungen zu den kontralateralen Nieren sind 
in der Abbildung nicht dargestellt: wt kontralateral vs. wt UUO p<0,01; ko kontralateral vs. ko UUO p<0,01; IgG 
kontralateral vs. IgG UUO p<0,01; anti-C kontralateral vs. anti-C UUO = n. s. 
 
Bei den SV129-Mäusen ließ sich eine durch UUO-induzierte Aktivierung der 
Myofibroblasten nachweisen, da im Vergleich zu den obstruierten Nieren, die kontralateralen 
Nieren eine signifikant geringere αSMA-Expression aufwiesen. Mäuse, die mit irrelevantem 
IgG behandelt und einer UUO unterzogen wurden, hatten gegenüber den Kontrolltieren (IgG 
kontralateral) eine mehr als 40-fach höhere Expression von αSMA im Kortexgewebe. SV129-
Mäuse, die mit anti-PDGF-C behandelt wurden, zeigten dagegen eine signifikant niedrigere 
αSMA-Expression, verglichen mit IgG-behandelten Mäusen (IgG UUO) (s. Abb. 4.16 B). 
Bei den Mäusen auf C57BL/6-Hintergrund ließ sich ebenfalls eine erhöhte Expression von 
αSMA im Kortexgewebe der obstruierten Nieren, im Vergleich zu den nicht-obstruierten 
Nieren, nachweisen. Konträr zu den Ergebnissen, die bei den Untersuchungen der SV129-
Mäuse aufgezeigt werden konnten, fand sich jedoch im Kortexgewebe der obstruierten Nieren 
PDGF-C-defizienter Mäuse (19,91 ± 8,9) keine signifikant erniedrigte αSMA-Expression im 
Vergleich mit den PDGF-C-Wildtyp-Mäusen (7,9 ± 3,52) (s. Abb. 4.16 A).  
Um auch Erkenntnisse auf der Ebene der Proteine zu gewinnen, wurde αSMA 
immunhistochemisch untersucht. 
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Abb. 4.17: Immunhistologische Darstellung von αSMA in den Nierenkortices von C57BL/6- und SV129-
Mäusen mit UUO-induzierter Fibrose. Gezeigt sind repräsentative Aufnahmen von gefärbten 
Gewebeschnitten von 1 µm Dicke. Die Quantifizierung erfolgte morphometrisch, indem von jedem 
Nierenschnitt mit der NDPview Software mindestens 10 Fotografien erstellt wurden, ein Schwellenwert für die 
gefärbte Fläche mit ImageJ gesetzt und der Mittelwert gebildet wurde. (A, B und E) Insgesamt 11 Mäusen (n = 6 
PDGF-C wt; n = 5 PDGF-C ko) auf C57BL/6-Hintergrund wurden 5 Tage nach der UUO die Nieren 
entnommen. (C, D und F) Insgesamt 8 Mäuse auf SV129-Hintergrund wurden an Tag 0 einer UUO unterzogen. 
An den Tagen -1, 1 und 3 wurde den Mäusen i.p. entweder irrelevantes IgG (n = 4) oder anti-PDGF-C-
Antikörper (n = 4) injiziert. Am Tag 5 nach der UUO wurden die Nieren entnommen. ♦ Obstruierte Nieren von 
C57BL/6 PDGF-C-Wildtyp-Mäusen, ◊ obstruierte Nieren von C57BL/6 PDGF-C-defizienten Mäusen, ● 
obstruierte Nieren von IgG-behandelten SV129-Mäusen und ○ obstruierte Nieren von anti-PDGF-C-behandelten 
SV129-Mäusen. Die dargestellten Pfeile zeigen beispielhaft auf positiv angefärbte Areale. *p<0,01. 
 
Hier zeigte sich, dass zwischen den C57BL/6 PDGF-C-Wildtyp- und PDGF-C-defizienten 
Mäusen keine signifikanten Unterschiede bestanden. Der prozentuale Anteil der positiv 
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gefärbten Fläche betrug 7,59 ± 2,28 % bei den Wildtyp-Mäusen und 7,26 ± 1,26 % bei den 
PDGF-C-defizienten Tieren (s. Abb. 4.17 A, B und E). 
Im Gegensatz dazu bestanden signifikante Unterschiede zwischen den IgG- und den anti-
PDGF-C-behandelten Mäusen. Der Anteil der positiv gefärbten Fläche von αSMA im 
Verhältnis zur Gesamtfläche betrug bei den IgG-behandelten Tieren 11,27 ± 0,95 %, und  
4,64 ± 2,14 % bei den anti-PDGF-C-behandelten Mäusen (s. Abb. 4.17 C, D und F). 
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Abb. 4.18: mRNA-Expression von Kollagen 1A1 in den Nierenkortices an Tag 5 nach unilateraler 
Ureterobstruktion (UUO). Aus obstruierten (UUO) und aus nicht-obstruierten (kontralateralen) Nieren wurde 
RNA aus dem Kortexgewebe isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels qPCR analysiert. Die Normalisierung 
der relativen Expressionen erfolgte gegen GAPDH. Die Mittelwerte der Kontrollproben (IgG kontralateral bzw. 
wt kontralateral) wurden gleich 1 gesetzt und die übrigen Werte jeweils darauf bezogen. (A) Insgesamt 11 
Mäusen (n = 6 PDGF-C wt; n = 5 PDGF-C ko) auf reinem C57BL/6-Hintergrund wurden 5 Tage nach der UUO 
die Nieren entnommen. (B) Insgesamt 8 Mäuse auf dem SV129-Hintergrund wurden an Tag 0 einer UUO 
unterzogen. An den Tagen -1, 1 und 3 wurde den Mäusen entweder irrelevantes IgG (n = 4) oder anti-PDGF-C-
Antikörper (n = 4) i.p. injiziert. Am Tag 5 nach der UUO wurden die Nieren entnommen. ■ Kontralaterale, 
nicht-obstruierte Nieren von C57BL/6 PDGF-C-Wildtyp-Mäusen, □ kontralaterale, nicht-obstruierte Nieren von 
C57BL/6 PDGF-C-defizienten Mäusen, ▲ obstruierte Nieren von C57BL/6 PDGF-C-Wildtyp-Mäusen, ∆ 
obstruierte Nieren von C57BL/6 PDGF-C-defizienten Mäusen, ● kontralaterale, nicht-obstruierte Nieren von 
IgG-behandelten SV129-Mäusen, ○ kontralaterale, nicht-obstruierte Nieren von anti-PDGF-C-behandelten 
SV129-Mäusen, ♦ obstruierte Nieren von IgG-behandelten SV129-Mäusen und ◊ obstruierte Nieren von anti-
PDGF-C-behandelten SV129-Mäusen. *p<0,05. Signifikante Veränderungen zu den kontralateralen Nieren sind 
in der Abbildung nicht dargestellt: wt kontralateral vs. wt UUO p<0,01; ko kontralateral vs. ko UUO p<0,01; IgG 
kontralateral vs. IgG UUO p=0,01; anti-C kontralateral vs. anti-C UUO = n. s. 
 
Als weitere Fibrosemarker wurden die mRNA-Expressionen von Kollagen 1A1 (s. Abb. 4.18) 
und Kollagen 4A1 (s. Abb. 4.19) bestimmt, wobei ähnliche Expressionsmuster festgestellt 
werden konnten: Eine erhöhte renale Expression beider Faktoren konnte in den obstruierten 
vs. nicht-obstruierten Nieren sowohl bei C57BL/6- als auch SV129-Mäusen nachgewiesen 
werden. In den SV129-Tieren konnte zudem sowohl eine signifikante Reduktion der  
Kollagen 1A1- als auch der Kollagen 4A1-mRNA-Expression in den obstruierten 
Nierengeweben anti-PDGF-C-behandelter Mäuse (relative Expression 24,99 ± 25,96 bzw. 
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3,08 ± 1,85) im Vergleich zu den IgG-behandelten Tieren (relative Expression 125,61 ± 53,57 
bzw. 7,76 ± 2,08) nachgewiesen werden (s. Abb. 4.18 und 4.19).  
 
  A             B 
wt ko wt ko
0
1
2
3
4
5
Co
l4
A1
-
m
RN
A-
Ex
pr
es
si
o
n
n
o
rm
al
is
ie
rt
 
ge
ge
n
 
GA
PD
H
kontralateral UUO
C57BL/6
IgG anti-C IgG anti-C
0
5
10
15
Co
l4
A1
-
m
RN
A-
Ex
pr
es
si
o
n
n
o
rm
al
is
ie
rt
 
ge
ge
n
 
GA
PD
H *
kontralateral UUO
SV129
 
Abb. 4.19: mRNA-Expression von Kollagen 4A1 in den Nierenkortices an Tag 5 nach unilateraler 
Ureterobstruktion (UUO). Aus obstruierten (UUO) und aus nicht-obstruierten (kontralateralen) Nieren wurde 
RNA aus dem Kortexgewebe isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels qPCR analysiert. Die Normalisierung 
der relativen Expressionen erfolgte gegen GAPDH. Die Mittelwerte der Kontrollproben (IgG kontralateral bzw. 
wt kontralateral) wurden gleich 1 gesetzt und die übrigen Werte jeweils darauf bezogen. (A) Insgesamt 11 
Mäusen (n = 6 PDGF-C wt; n = 5 PDGF-C ko) auf reinem C57BL/6-Hintergrund wurden 5 Tage nach der UUO 
die Nieren entnommen. (B) Insgesamt 8 Mäuse auf dem SV129-Hintergrund wurden an Tag 0 einer UUO 
unterzogen. An den Tagen -1, 1 und 3 wurde den Mäusen entweder irrelevantes IgG (n = 4) oder anti-PDGF-C-
Antikörper (n = 4) i.p. injiziert. Am Tag 5 nach der UUO wurden die Nieren entnommen. ■ Kontralaterale, 
nicht-obstruierte Nieren von C57BL/6 PDGF-C-Wildtyp-Mäusen, □ kontralaterale, nicht-obstruierte Nieren von 
C57BL/6 PDGF-C-defizienten Mäusen, ▲ obstruierte Nieren von C57BL/6 PDGF-C-Wildtyp-Mäusen, ∆ 
obstruierte Nieren von C57BL/6 PDGF-C-defizienten Mäusen, ● kontralaterale, nicht-obstruierte Nieren von 
IgG-behandelten SV129-Mäusen, ○ kontralaterale, nicht-obstruierte Nieren von anti-PDGF-C-behandelten 
SV129-Mäusen, ♦ obstruierte Nieren von IgG-behandelten SV129-Mäusen und ◊ obstruierte Nieren von anti-
PDGF-C-behandelten SV129-Mäusen. *p<0,05. Signifikante Veränderungen zu den kontralateralen Nieren sind 
in der Abbildung nicht dargestellt: wt kontralateral vs. wt UUO p<0,01; ko kontralateral vs. ko UUO p<0,01; IgG 
kontralateral vs. IgG UUO p<0,01; anti-C kontralateral vs. anti-C UUO = n. s. 
 
In Kontrast zu den SV129-Mäusen zeigten die C57BL/6-Tiere jedoch keine signifikanten 
Unterschiede. Die Kollagen 1A1- und die Kollagen 4A1-Expression in den Geweben 
obstruierter Nieren der PDGF-C-Wildtyp-Mäuse war um das 24,11 ± 11,96-fache bzw. 3,75 ± 
0,62-fache, die der PDGF-C-defizienten-Tiere um das 28,1 ± 12,87 bzw. 3,78 ± 0,58-fache 
erhöht, verglichen mit den Kontrollproben (wt kontralateral). Erneut deutlich erkennbar, vor 
allem bei der Untersuchung der Kollagen 1A1-Expression, war die erhöhte Expression des 
besagten Gens in den IgG-behandelten SV129-Mäusen (125,61 ± 53,57) im Vergleich zu den 
C57BL/6-Wildtyp-Mäusen (24,11 ± 11,96) in den Geweben obstruierter Nieren (s. Abb. 
4.18). 
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4.2.4 Anti-PDGF-C-behandelte SV129-Mäuse zeigen eine Reduktion bei der 
Expression renaler inflammatorischer Marker nach Induktion von 
Nierenfibrose 
 
Wie schon bereits im Knochenmarktransplantations-Experiment wurde die mRNA-
Expression des Chemokins MCP-1 als inflammatorischer Marker untersucht. 
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Abb. 4.20: mRNA-Expression von MCP-1 in den Nierenkortices an Tag 5 nach unilateraler 
Ureterobstruktion (UUO). Aus obstruierten (UUO) und aus nicht-obstruierten (kontralateralen) Nieren wurde 
RNA aus dem Kortexgewebe isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels qPCR analysiert. Die Normalisierung 
der relativen Expressionen erfolgte gegen GAPDH. Die Mittelwerte der Kontrollproben (IgG kontralateral bzw. 
wt kontralateral) wurden gleich 1 gesetzt und die übrigen Werte jeweils darauf bezogen. (A) Insgesamt 11 
Mäusen (n = 6 PDGF-C wt; n = 5 PDGF-C ko) auf reinem C57BL/6-Hintergrund wurden 5 Tage nach der UUO 
die Nieren entnommen. (B) Insgesamt 8 Mäuse auf dem SV129-Hintergrund wurden an Tag 0 einer UUO 
unterzogen. An den Tagen -1, 1 und 3 wurde den Mäusen entweder irrelevantes IgG (n = 4) oder anti-PDGF-C-
Antikörper (n = 4) i.p. injiziert. Am Tag 5 nach der UUO wurden die Nieren entnommen. ■ Kontralaterale, 
nicht-obstruierte Nieren von C57BL/6 PDGF-C-Wildtyp-Mäusen, □ kontralaterale, nicht-obstruierte Nieren von 
C57BL/6 PDGF-C-defizienten Mäusen, ▲ obstruierte Nieren von C57BL/6 PDGF-C-Wildtyp-Mäusen, ∆ 
obstruierte Nieren von C57BL/6 PDGF-C-defizienten Mäusen, ● kontralaterale, nicht-obstruierte Nieren von 
IgG-behandelten SV129-Mäusen, ○ kontralaterale, nicht-obstruierte Nieren von anti-PDGF-C-behandelten 
SV129-Mäusen, ♦ obstruierte Nieren von IgG-behandelten SV129-Mäusen und ◊ obstruierte Nieren von anti-
PDGF-C-behandelten SV129-Mäusen. *p<0,05. Signifikante Veränderungen zu den kontralateralen Nieren sind 
in der Abbildung nicht dargestellt: wt kontralateral vs. wt UUO p<0,05; ko kontralateral vs. ko UUO p<0,01; IgG 
kontralateral vs. IgG UUO p<0,01; anti-C kontralateral vs. anti-C UUO = n. s. 
 
Bei der Analyse der MCP-1-mRNA-Expression konnte festgestellt werden, dass es keine 
signifikanten Unterschiede in den Expressionen der obstruierten Nierengewebe von PDGF-C-
Wildtyp- und PDGF-C-defizienten C57BL/6-Mäusen gab. Die mRNA-Expression war in den 
Geweben obstruierter Nieren der Wildtyp-Mäuse um das 39,23 ± 30,2-fache und in den 
PDGF-C-defizienten Tieren um das 33,58 ± 9,53-fache, im Vergleich zur Expression in den 
Geweben der kontralateralen Wildtyp-Nieren, erhöht (s. Abb. 4.20 A).  
Die Applikation von anti-PDGF-C-IgG führte dagegen zu einer signifikant verminderten 
Expression des Chemokins im Kortexgewebe der obstruierten Nieren (relative Expression 
98,83 ± 112,15) im Vergleich zu der Gabe von irrelevantem IgG (relative Expression    
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302,64 ± 89,01). Die durchschnittliche Expression in dem kontralateralen, nicht-obstruierten 
Nierengewebe zeigte hingegen eine wesentlich geringere Expression von MCP-1 (s. Abb. 
4.20 B).  
Beim Vergleich der Mäuse mit SV129-Hintergrund und der C57BL/6-Mäuse konnte 
weiterhin festgestellt werden, dass 5 Tage nach Obstruktion der linken Niere eine weitaus 
stärkere Hochregulation des Chemokins in den SV129-Mäusen zu finden war. 
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Abb. 4.21: mRNA-Expression von RANTES in den Nierenkortices an Tag 5 nach unilateraler 
Ureterobstruktion (UUO). Aus obstruierten (UUO) und aus nicht-obstruierten (kontralateralen) Nieren wurde 
RNA aus dem Kortexgewebe isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels qPCR analysiert. Die Normalisierung 
der relativen Expressionen erfolgte gegen GAPDH. Die Mittelwerte der Kontrollproben (IgG kontralateral bzw. 
wt kontralateral) wurden gleich 1 gesetzt und die übrigen Werte jeweils darauf bezogen. (A) Insgesamt 11 
Mäusen (n = 6 PDGF-C wt; n = 5 PDGF-C ko) auf reinem C57BL/6-Hintergrund wurden 5 Tage nach der UUO 
die Nieren entnommen. (B) Insgesamt 8 Mäuse auf dem SV129-Hintergrund wurden an Tag 0 einer UUO 
unterzogen. An den Tagen -1, 1 und 3 wurde den Mäusen entweder irrelevantes IgG (n = 4) oder anti-PDGF-C-
Antikörper (n = 4) i.p. injiziert. Am Tag 5 nach der UUO wurden die Nieren entnommen. ■ Kontralaterale, 
nicht-obstruierte Nieren von C57BL/6 PDGF-C-Wildtyp-Mäusen, □ kontralaterale, nicht-obstruierte Nieren von 
C57BL/6 PDGF-C-defizienten Mäusen, ▲ obstruierte Nieren von C57BL/6 PDGF-C-Wildtyp-Mäusen, ∆ 
obstruierte Nieren von C57BL/6 PDGF-C-defizienten Mäusen, ● kontralaterale, nicht-obstruierte Nieren von 
IgG-behandelten SV129-Mäusen, ○ kontralaterale, nicht-obstruierte Nieren von anti-PDGF-C-behandelten 
SV129-Mäusen, ♦ obstruierte Nieren von IgG-behandelten SV129-Mäusen und ◊ obstruierte Nieren von anti-
PDGF-C-behandelten SV129-Mäusen. Signifikante Veränderungen zu den kontralateralen Nieren sind in der 
Abbildung nicht dargestellt: wt kontralateral vs. wt UUO = n. s.; ko kontralateral vs. ko UUO p<0,01; IgG 
kontralateral vs. IgG UUO p<0,01; anti-C kontralateral vs. anti-C UUO = n. s. 
 
Als weiteres Chemokin wurde RANTES, auch CCL5 genannt, untersucht. Dieses wird in der 
Niere sowohl von infiltrierenden Zellen, als auch von stimulierten Fibroblasten, 
Mesangialzellen und Tubulusepithelzellen exprimiert [51]. 
Die Expression von RANTES-Transkripten in den jeweiligen Kortexgeweben der nicht-
obstruierten Nieren war im Gegensatz zur Expression in den Kortexgeweben der obstruierten 
Nieren sehr gering und zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. 
Weiterhin konnten ebenfalls keine signifikanten Veränderungen bei der RANTES-Transkript-
Expression in den Kortexgeweben 5 Tage nach UUO in den SV129-Mäusen festgestellt 
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werden. Die Behandlung mit anti-PDGF-C-IgG führte hier allerdings in der Tendenz zu einer 
reduzierten Expression (s. Abb. 4.21 B). Untersuchungen der obstruierten Nieren von 
Wildtyp- und PDGF-C-defizienten Mäusen auf C57BL/6-Hintergrund ergaben, dass auch hier 
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen aufgezeigt werden konnten (s. Abb. 
4.21 A).  
Interessanterweise kam es in den fibrotischen SV129-Mäusen für RANTES, noch deutlicher 
als für MCP1, zu einer massiv höheren kortikalen mRNA-Expression im Vergleich zur 
Expression in den fibrotischen C57BL/6-Mäusen. Diese war in den obstruierten Nieren IgG-
behandelter SV129-Tiere um 456,85 ± 158,12-fach höher als in den Kontrollgeweben, in den 
obstruierten Nieren der C57BL/6-Wildtyp-Mäuse dagegen „nur“ um das 21,4 ± 24,18-fache 
im Vergleich zur Kontrolle erhöht (s. Abb. 4.21). 
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Abb. 4.22: mRNA-Expression von CCR2 im Nierenkortex an Tag 5 nach unilateraler Ureterobstruktion 
(UUO). Aus obstruierten (UUO) und aus nicht-obstruierten (kontralateralen) Nieren wurde RNA aus dem 
Kortexgewebe isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels qPCR analysiert. Die Normalisierung der relativen 
Expressionen erfolgte gegen GAPDH. Die nicht-obstruierten Kontrollproben (IgG kontralateral bzw. wt 
kontralateral) wurden gleich 1 gesetzt und die übrigen Werte jeweils darauf bezogen. (A) Insgesamt 11 Mäusen 
(n = 6 PDGF-C wt; n = 5 PDGF-C ko) auf reinem C57BL/6-Hintergrund wurden 5 Tage nach der UUO die 
Nieren entnommen. (B) Insgesamt 8 Mäuse auf dem SV129-Hintergrund wurden an Tag 0 einer UUO 
unterzogen. An den Tagen -1, 1 und 3 wurde den Mäusen entweder irrelevantes IgG (n = 4) oder anti-PDGF-C-
Antikörper (n = 4) i.p. injiziert. Am  Tag 5 nach der UUO wurden die Nieren entnommen. ■ Kontralaterale, 
nicht-obstruierte Nieren von C57BL/6 PDGF-C-Wildtyp-Mäusen, □ kontralaterale, nicht-obstruierte Nieren von 
C57BL/6 PDGF-C-defizienten Mäusen, ▲ obstruierte Nieren von C57BL/6 PDGF-C-Wildtyp-Mäusen, ∆ 
obstruierte Nieren von C57BL/6 PDGF-C-defizienten Mäusen, ● kontralaterale, nicht-obstruierte Nieren von 
IgG-behandelten SV129-Mäusen, ○ kontralaterale, nicht-obstruierte Nieren von anti-PDGF-C-behandelten 
SV129-Mäusen, ♦ obstruierte Nieren von IgG-behandelten SV129-Mäusen und ◊ obstruierte Nieren von anti-
PDGF-C-behandelten SV129-Mäusen. Signifikante Veränderungen zu den kontralateralen Nieren sind in der 
Abbildung nicht dargestellt: wt kontralateral vs. wt UUO p<0,01; ko kontralateral vs. ko UUO p<0,01; IgG 
kontralateral vs. IgG UUO p<0,05; anti-C kontralateral vs. anti-C UUO = n. s. 
 
Als Rezeptor von MCP-1 wurde CCR2, der hauptsächlich auf Monozyten exprimiert wird, 
untersucht [52]. Hierbei konnte gezeigt werden, dass, wie auch schon bei der Analyse von 
MCP-1 und RANTES erkennbar war, die Expression von CCR2 in den Kortexgeweben 
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obstruierter Nieren (wt und IgG) höher war, als die in nicht-obstruierten Nierenkortices, 
unabhängig davon, auf welchem Hintergrund, SV129 oder C57BL/6, die Mäuse gezüchtet 
wurden. Es konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den IgG- und den anti-
PDGF-C-behandelten Tieren (38,72 ± 20,59 vs. 12,8 ± 19,13) (s. Abb. 4.21 B) sowie der 
Wildtyp- und PDGF-C-knockout-Gruppe (13,0 ± 5,62 vs. 15,53 ± 5,93) (s. Abb. 4.22 A) 
hinsichtlich der CCR2-Expression in den Kortexgeweben obstruierter Nieren festgestellt 
werden. Eine deutliche Tendenz zur reduzierten Expression bei den anti-PDGF-C-IgG-
behandelten SV129-Mäusen war allerdings ersichtlich.  
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Abb. 4.23: Immunhistologische Darstellung infiltrierender Makrophagen mittels F4/80-Färbung an Tag 5 
nach unilateraler Ureterobstruktion (UUO). Gezeigt sind repräsentative Aufnahmen von gefärbten 
Gewebeschnitten von 1 µm Dicke. Die Quantifizierung erfolgte morphometrisch, indem von jedem 
Nierenschnitt mit der NDPview Software mindestens 10 Fotografien erstellt wurden, ein Schwellenwert für die 
gefärbten Fläche mit ImageJ gesetzt und der Mittelwert gebildet wurde. (A, B und E) Insgesamt 11 Mäusen      
(n = 6 PDGF-C wt; n = 5 PDGF-C ko) auf C57BL/6-Hintergrund wurden 5 Tage nach der UUO die Nieren 
entnommen. (C, D und F) Insgesamt 8 Mäuse auf SV129-Hintergrund wurden an Tag 0 einer UUO unterzogen. 
An den Tagen -1, 1 und 3 wurde den Mäusen entweder irrelevantes IgG (n = 4) oder anti-PDGF-C-Antikörper  
(n = 4) i.p. injiziert. Am Tag 5 nach der UUO wurden die Nieren entnommen. ♦ Obstruierte Nieren von 
C57BL/6 PDGF-C-Wildtyp-Mäusen, ◊ obstruierte Nieren von C57BL/6 PDGF-C-defizienten Mäusen, ● 
obstruierte Nieren von IgG-behandelten SV129-Mäusen und ○ obstruierte Nieren von anti-PDGF-C-behandelten 
SV129-Mäusen. Die dargestellten Pfeile zeigen beispielhaft auf positiv angefärbte Areale. 
 
Zum immunhistochemischen Nachweis von Makrophagen im Gewebe wurden die 
Gewebeschnitte obstruierter und nicht-obstruierter (nicht gezeigt) Nieren zusätzlich mit dem 
anti-F4/80- (s. Abb. 4.23) und dem anti-ER-HR3-Antikörper (s. Abb. 4.24) gefärbt. Dabei 
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zeigte sich in der F4/80-Färbung, dass es in der prozentual angefärbten Fläche zwischen IgG-
behandelten- (4,18 ± 1,29 %) und anti-PDGF-C-behandelten SV129-Mäusen (2,11 ± 2,33 %) 
keine signifikanten Unterschiede gab (s. Abb. 4.23 C, D und F), eine Tendenz zu einer 
reduzierten Infiltration F4/80-positiver Zellen nach anti-PDGF-C-IgG-Behandlung aber 
erkennbar war. Ähnliches zeigte sich beim Vergleich der C57BL/6 Wildtyp- und PDGF-C-
defizienten Mäuse: Hier lag der Anteil der positiv gefärbten Fläche (F4/80-positive Zellen) 
zur Gesamtfläche bei 1,82 ± 0,86 % bei den Wildtyp-Mäusen und bei 2,07 ± 1,39 % bei den 
PDGF-C-defizienten Mäusen (s. Abb. 4.23 A, B und E). Erneut war festzustellen dass die 
gemittelten Werte der Wildtyp-C57BL/6-Mäuse deutlich unten denen der IgG-behandelten 
SV129-Mäusen lagen. 
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Abb. 4.24: Immunhistologische Darstellung infiltrierender Makrophagen mittels ER-HR3-Färbung. 
Gezeigt sind repräsentative Aufnahmen von gefärbten Gewebeschnitten von 1 µm Dicke. Die Quantifizierung 
erfolgte morphometrisch, indem von jedem Nierenschnitt mit der NDPview Software mindestens 10 Fotografien 
erstellt wurden, ein Schwellenwert für die gefärbten Fläche mit ImageJ gesetzt und der Mittelwert gebildet 
wurde. (A, B und E) Insgesamt 11 Mäusen (n = 6 PDGF-C wt; n = 5 PDGF-C ko) auf C57BL/6-Hintergrund 
wurden 5 Tage nach der UUO die Nieren entnommen. (C, D und F) Insgesamt 8 Mäuse auf SV129-Hintergrund 
wurden an Tag 0 einer UUO unterzogen. An den Tagen -1, 1 und 3 wurde den Mäusen entweder irrelevantes IgG 
(n = 4) oder anti-PDGF-C-Antikörper (n = 4) i.p. injiziert. Am Tag 5 nach der UUO wurden die Nieren 
entnommen. ♦ Obstruierte Nieren von C57BL/6 PDGF-C-Wildtyp-Mäusen, ◊ obstruierte Nieren von C57BL/6 
PDGF-C-defizienten Mäusen, ● obstruierte Nieren von IgG-behandelten SV129-Mäusen und ○ obstruierte 
Nieren von anti-PDGF-C-behandelten SV129-Mäusen. Die dargestellten Pfeile zeigen beispielhaft auf positiv 
angefärbte Areale.  
 
Den vorherig gezeigten Ergebnissen der F4/80-Färbung waren die Resultate der ER-HR3-
Färbung sehr ähnlich. Auch hier konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt 
werden. Der prozentual positiv gefärbte Anteil der Gesamtfläche lag bei den IgG-behandelten 
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Mäusen bei 0,08 ± 0,04 %, bei den anti-PDGF-C-behandelten Mäusen bei     0,05 ± 0,02 % (s. 
Abb. 4.24 C, D und F). Die Werte der C57BL/6 Wildtyp- bzw. PDGF-C-defizienten Mäuse 
lagen über denen der SV129-Mäuse, bei 0,43 ± 0,32 % bzw. 0,22 ± 0,19 % (s. Abb. 4.24 A, B 
und E). 
 
4.2.5  Analyse von Leukozyten, Erythrozyten und Thrombozyten im Blut der 
fibrotischen C57BL/6- und SV129-Mäuse 
 
Wie schon bei den knochenmarktransplantierten C57BL/6-Mäusen (s. 4.1.6) wurden die 
Blutparameter der C57BL/6 Wildtyp- und PDGF-C-defizienten Mäuse, die einer UUO 
unterzogen worden sind, analysiert (s. Abb. 4.25 A, C und E). Ebenso wurden die Blutwerte 
der SV129-Mäuse, die entweder mit irrelevantem IgG oder neutralisierendem anti-PDGF-C 
Antikörper behandelt wurden und ebenfalls eine 5-tägige UUO aufwiesen, untersucht (s. Abb. 
4.25 B, D und F). Neben der Auszählung der Leukozyten erfolgte eine Bestimmung der 
Erythrozyten wie auch der Thrombozyten im Blut der Tiere.  
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Abb. 4.25: Blutparameter von C57BL/6- und SV129-Mäusen mit UUO-induzierter Fibrose. Analysiert 
wurden männliche C57BL/6- und SV129-Mäuse im Alter von 10-11 Wochen. Mittels Sodaglaskapillare wurde 
den Mäusen retrobulbär Blut entnommen. Das Blut wurde in EDTA-Röhrchen aufgefangen und analysiert (A) 
Leukozyten-, (C) Erythrozyten- und (E) Thrombozyten-Werte von C57BL/6 Wildtyp- und PDGF-C-defizienten 
Mäusen, die einer 5-tägigen UUO unterzogen wurden. (B) Leukozyten-, (D) Erythrozyten- und (F) 
Thrombozyten-Werte von SV129-Mäusen, die an den Tagen -1, 1 und 3 mit irrelevantem IgG oder dem anti-
PDGF-C Antikörper i.p. injiziert und einer 5-tägigen UUO unterzogen wurden. ♦ C57BL/6 Wildtyp-Mäuse       
(n = 6), ◊ PDGF-C-defiziente C57BL/6-Mäuse (n = 5), ● IgG-behandelte SV129-Mäuse (n = 4) und ○ anti-
PDGF-C-behandelte SV129-Mäuse (n = 4). 
 
Die Leukozyten-Werte der C57BL/6-Mäuse lagen bei 4,08 ± 1,6 (Wildtyp) und 5,62 ± 1,56 
(knockout) x 103 Leukozyten/µl (s. Abb. 4.25 A), die Werte der IgG- und anti-PDGF-C-
behandelten SV129-Mäuse bei 6,83 ± 2,75 bzw. 6,78 ± 0,72 x 103 Leukozyten/µl (s. Abb. 
Ergebnisse 
 
 86 
4.25 B) wobei jeweils zwischen beiden Tiergruppen (C57BL/6 und SV129) keine 
signifikanten Unterschiede festzustellen waren. 
Bei der Analyse der Erythrozyten-Werte der C57BL/6 PDGF-C-Wildtyp und PDGF-C-
defizienten Mäuse konnte man feststellen, dass die Werte der Wildtyp-Mäuse bei 8,29 ± 0,65 
und bei den PDGF-C-defizienten Mäusen bei 7,84 ± 0,16 x 106 Erythrozyten/µl lagen und 
somit auch hier keine signifikanten Unterschiede zu erkennen waren (s. Abb. 4.25 C). Die 
Zahl der Erythrozyten belief sich bei den IgG-behandelten SV129-Mäusen auf 8,3 ± 0,35 x 
106 Erythrozyten/µl, bei den anti-PDGF-C-behandelten Mäusen auf 8,55 ± 0,75 x 106 
Erythrozyten/µl. Auch hier konnten keine signifikanten Differenzen aufgezeigt werden (s. 
Abb. 4.25 D). 
Bei der Analyse der Thrombozyten fiel allerdings im Gegensatz zu den bisher untersuchten 
Blutparametern auf, dass es zwar keine signifikanten Unterschiede zwischen IgG- und anti-
PDGF-C-behandelten SV129-Mäusen sowie zwischen den PDGF-C-Wildtyp und PDGF-C-
defizienten C57BL/6-Mäusen gab, dass jedoch die durchschnittlichen Thrombozyten-Werte 
der SV129-Mäuse signifikant unterhalb derer der C57BL/6-Mäuse lagen (wt vs. IgG 
*p<0,05). Die Thrombozyten-Werte der IgG-behandelten SV129-Mäuse lagen bei 824 ± 
220,64 x 103 Thrombozyten/µl, die der anti-PDGF-C-behandelten SV129-Mäuse bei 660,75 ± 
43,03 x 103 Thrombozyten/µl (s. Abb. 4.25 F). Die Werte der C57BL/6-Mäuse lagen bei den 
Wildtyp und den PDGF-C-defizienten Tieren bei 1209,83 ± 185,37 bzw. 1091,6 ± 324,2 x 103 
Thrombozyten/µl (s. Abb. 4.25 E). 
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5  Diskussion 
 
Unabhängig von ihrer Entstehung und den Auslösern münden nahezu alle chronischen 
Nierenerkrankungen in eine renale, tubulointerstitielle Fibrose und schließlich in terminale 
Niereninsuffizienz mit der Notwendigkeit von Nierenersatztherapie [53, 54]. In den letzten 
Jahren konnte eine wichtige Beteiligung des PDGF-Systems an diesen pro-fibrotischen 
Prozessen aufgezeigt werden [55]. Aktuelle Arbeiten deuten dabei auf eine Schlüsselrolle von 
PDGF-C hin, und zwar nicht nur für die Entstehung von Fibrose in der Niere. So ist dieser 
Wachstumsfaktor offenbar auch an der Entstehung von Herz-, Lungen- und Leber-Fibrose 
beteiligt: Bei einer transgenen murinen Überexpression von PDGF-C spezifisch im Herzen 
zeigte sich nach bereits zwei Wochen eine milde Fibrose, die sich über Monate zu einer 
progressiven kardialen Fibrose entwickelte [56]. In einer anderen Studie konnte im 
Bleomycin-Modell der Lunge nachgewiesen werden, dass für geschädigte Organbereiche eine 
Korrelation zwischen PDGF-C-Expression und Lungenfibrose bestand [57]. Schließlich 
konnten Campbell et al. 2005 zeigen, dass PDGF-C-transgene Mäuse, die humanes PDGF-C 
hinter einem Albumin-Promotor in der Leber exprimierten, eine Leberfibrose entwickelten 
[58]. Die Defizienz oder der Antagonismus von PDGF-C führte allerdings umgekehrt nicht zu 
einer Verbesserung der Leberfibrose in einem Modell der Gallengangsligatur-induzierten 
hepatischen Fibrose (BDL-Modell), wie durch unsere Arbeitsgruppe aufgezeigt werden 
konnte [46]. Hier kommt es bei Defizienz oder Antagonismus von PDGF-C offenbar zu einer 
kompensatorischen Hochregulation und Aktivierung des PDGFRβ, mit der Konsequenz der 
Verstärkung pro-fibrotischer Signale durch dessen Liganden PDGF-B und -D [46].    
Die Rolle von PDGF-C in der renalen interstitiellen Fibrose in der Maus beschrieben erstmals 
Eitner et al. 2008. Hier konnte gezeigt werden, dass sowohl die genetische Defizienz von 
PDGF-C als auch die Gabe von neutralisierendem anti-PDGF-C-Antikörper die Entwicklung 
der Fibrose in der murinen obstruktiven Nephropathie (UUO-Modell) abschwächte [16, 38]. 
Ein wichtiger Befund dieser Studien war, dass PDGF-C in der Nierenfibrose unter anderem 
von infiltrierenden Makrophagen exprimiert wird [38]. Zentrales Ziel der vorliegenden 
Arbeit, insbesondere im Hinblick auf gezieltere therapeutische Ansätze, waren deshalb 
Untersuchungen zur Frage nach der Herkunft des pro-fibrotischen PDGF-C in der Niere. 
Untersuchungen, ob gewebsständiges, intrinsisches oder aber zirkulierendes PDGF-C und 
somit direkt vom Knochenmark-abstammende-, PDGF-C-exprimierende Makrophagen einen 
Beitrag zur renalen Fibrose haben, gab es bislang nicht. Zudem gab es bislang keine 
Untersuchungen zur Rolle des genetischen Hintergrundes für den Erfolg einer               
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PDGF-C-Inhibition. In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, erstere Frage in PDGF-C-
defizienten Mäusen sowie Wildtyp-Geschwistertieren durch wechselseitige 
Knochenmarktransplantation mit anschließender Nierenfibrose-Induktion zu beantworten. Die 
Frage nach der Rolle des genetischen Hintergrundes wurde in PDGF-C-defizienten C57BL/6- 
und PDGF-C-antagonisierten SV129-Mäusen nach Fibroseinduktion untersucht. 
 
5.1 Knochenmarktransplantierte C57BL/6- als auch nicht-transplantierte 
C57BL/6- und SV129-Mäuse entwickelten nachweislich eine UUO-
induzierte renale Fibrose und Inflammation 
 
Die im Modell der unilateralen Ureterobstruktion induzierte renale Fibrose konnte bei allen 
im Knochenmarktransplantations-Experiment (s. 4.1) eingesetzten Mäusen nachgewiesen 
werden. Deutlich war dies anhand der Tubulusschäden zu erkennen, die durch den Verlust des 
Bürstensaums und durch Dilatationen charakterisiert waren (PAS-Färbung, s. Abb. 4.3). 
Einen weiteren Beweis für die erfolgreiche Induktion der Fibrose ergab die Analyse des 
Fibrogenesemarkers αSMA. In der Wildtyp-Kontrollgruppe zeigte sich in der Taqman-
Analyse eine um das etwa 3-fach erhöhte Expression in den obstruierten Nieren im Vergleich 
zu den nicht-obstruierten Nieren (nicht gezeigt) (s. Abb. 4.4). Der gleiche Trend zeigte sich 
nach der histologischen Auswertung der Kollagen-Typ 1-Färbungen. Ein positiv gefärbter 
Anteil von über 4 % ließ sich hier verzeichnen (Wildtyp-Kontrollgruppe) und war somit 
deutlich höher als der Anteil in den kontralateralen Nieren (nicht gezeigt) (s. Abb. 4.7).  
Ebenso konnte eine erfolgreich induzierte renale Fibrose bei den nicht-transplantierten 
C57BL/6- (PDGF-C wt) und SV129 IgG-behandelten Kontrolltieren anhand des 
immunhistologischen Nachweises von αSMA (s. Abb. 4.17) und den mRNA-
Expressionswerten von αSMA, Kollagen 1A1 und Kollagen 4A1 (s. Abb. 4.16, Abb. 4.18 und 
Abb. 4.19) nachgewiesen werden. Signifikant erhöht waren hier die Expressionswerte in den 
Geweben der obstruierten Nieren, verglichen mit den kontralateralen Nierengeweben. 
Weiterhin zeigte die PAS-Färbung (s. Abb. 4.15) der C57BL/6- und SV129-Mäuse ein zum 
Knochenmarktransplantations-Experiment ähnliches Bild. Auch hier waren dilatierte Tubuli 
und der Verlust des Bürstensaums deutlich erkennbar. Es konnte damit in dieser Arbeit für 
beide Teil-Experimente (s. 4.1 und 4.2) sichergestellt werden, dass ausschließlich Mäuse mit 
UUO-induzierter Fibrose verwendet wurden.  
Sowohl bei den C57BL/6-Mäusen des Knochenmarktransplantations-Modells als auch bei den 
C57BL/6- und SV129-Mäusen, die einer 5-tägigen UUO unterzogen worden waren, gab es 
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zudem in den obstruierten Nieren Indikatoren für eine Infiltration von Leukozyten und somit 
für eine UUO-induzierte renale Inflammation. Insbesondere anhand der mRNA-
Expressionswerte von MCP-1 (Knochenmarktransplantations-Modell und C57BL/6 vs. 
SV129), RANTES und CCR2 (C57BL/6 vs. SV129) konnte dies aufgezeigt werden. Hier 
lagen die Expressionswerte der C57BL/6-Mäuse mit zirkulierendem und intrinsischem 
PDGF-C (s. 4.1), und die der C57BL/6-Wildtyp-Mäuse bzw. die der IgG-behandelten SV129-
Mäuse (s. 4.2), die einer 5-tägigen UUO unterzogen worden waren, signifikant über denen der 
jeweiligen Kontrolltiere. Sehr deutlich war allerdings hierbei ebenfalls zu erkennen, dass die 
Inflammation in den obstruierten Nieren der SV129-Mäuse ein weitaus höheres Ausmaß 
annahm als bei den C57BL/6-Mäusen (s. 4.2 C57BL/6 vs. SV129). Am offensichtlichsten war 
dies bei der mRNA-Expression von RANTES und von MCP-1 in den beiden Mausstämmen 
zu beobachten und lässt darauf schließen, dass der genetische Hintergrund hier eine wichtige 
Rolle spielt. Dieser Aspekt wird ausführlich in 5.3 und 5.4 (s. unten) diskutiert. 
 
5.2 Myeloablative Ganzkörperbestrahlung hat einen Einfluss auf die UUO-
induzierte Fibrose 
 
Die einfachste und auch meistgenutzte Methode, um bei Knochenmarktransplantationen eine 
Immunreaktion des Empfängers zu verhindern, ist die Gesamtkörperbestrahlung (total-body 
irradiation = TBI) der Mäuse, wobei diese transient oder chronisch immunsupprimiert 
werden. Dabei sind es zwei Typen von Vorläufer-Zellen, die das Immunsystem nach der 
Transplantation der hämatopoetischen Stammzellen rekonstituieren: Kurzzeitig- und 
langfristig bestehende hämatopoetische Vorläufer-Zellen, wobei die meisten dieser Zellen, die 
die lymphoide und auch die myeloide Linie kurz nach der Transplantation neu aufbauen, 
kurzlebig sind. So verschwinden die kurzlebigen Zellen bei Mäusen 3-4 Monate nach der 
Transplantation [59-61]. Die langlebigen Zellen, die zur Repopulation beitragen, sind für die 
dauerhafte hämatopoetische Rekonstitution verantwortlich und werden damit als die 
eigentlichen pluripotenten hämatopoetischen Stammzellen erachtet [60-62]. Bereits etwa 7 
Tage nach der Knochenmarktransplantation können Donor-stämmige Zellen wie Monozyten, 
dendritische Zellen und neutrophile Granulozyten in der Milz von Rezipienten-Mäusen 
nachgewiesen werden [61, 63]. Nach 21 Tagen ist eine vollständige Rekonstitution des 
peripheren lymphohämatopoetischen Systems erreicht [61, 64]. Auf Grundlage dieser 
Erkenntnisse konnten wir davon ausgehen, dass mit 28 Tagen eine ausreichende 
Rekonstitutionsphase nach Bestrahlung und Knochenmarktransplantation ermöglicht wurde 
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und zum Zeitpunkt der Induktion der renalen Fibrose ein nahezu vollkommen intaktes 
Immunsystem bei allen Mäusen bestand [61].  
Trotz Sicherstellung der korrekten Durchführung, d. h. der Einhaltung der erforderlichen 
Rekonstitutionsphase und nachfolgend der erfolgreichen Induktion einer Nierenfibrose, 
zeigten die Ergebnisse des Knochenmarktransplantations-Versuches eine im Vergleich zu den 
von Eitner et al. [38] veröffentlichten Ergebnissen eine eher geringe Expression an αSMA 
und an Kollagen Typ I im Gewebe obstruierter Kontrollnieren. Im Gegensatz zu der 
vorliegenden Arbeit handelte es sich dabei zwar um einen anderen Versuchsansatz, dennoch 
wurden in beiden Experimenten die gleichen Mäuse bzw. der gleiche Maustamm verwendet 
(C57BL/6 „rein“). Die Expressionswerte der mit irrelevantem IgG-behandelten Kontrolltiere 
in der Studie von Eitner et al. [38] zeigten ‒ immunhistologisch dargestellt ‒ einen positiv-
gefärbten Anteil von über 8 % der kortikalen Gesamtfläche an αSMA und Kollagen Typ I und 
lagen somit deutlich über den in der vorliegenden Studie festgestellten Expressionswerten von 
αSMA (s. Abb. 4.5) und Kollagen Typ I (s. Abb. 4.7) der Wildtyp-Kontrolltiere im 
Knochenmarktransplantations-Versuch (2,14 % bzw. 4,55 % positiv gefärbte Fläche). Dies 
war nun der Anlass zu einem weiterführenden Versuch, in dem Mäuse mit reinem C57BL/6-
Hintergrund einer UUO unterzogen, aber nicht myeloablativ bestrahlt und transplantiert 
wurden. Es sollten hierdurch Rückschlüsse auf einen potentiellen generellen Einfluss von 
myeloablativer Ganzkörperbestrahlung und Knochenmarktransplantation auf das Ausmaß 
einer induzierten Nierenfibrose untersucht werden. Es zeigte sich, dass die Ergebnisse nach 
Quantifizierung der immunhistologischen Färbungen für αSMA bei den C57BL/6-Mäusen, 
die ausschließlich einer UUO unterzogen worden sind, ähnlich dem Ergebnis von Eitner et al. 
[38], mit einer prozentual angefärbten Fläche von 7 %, waren. Dieses Ergebnis zeigte nun 
keine komplette Übereinstimmung mit den früheren Ergebnissen von Eitner et al. 2008, 
bewegte sich aber in der gleichen Größenordnung. Hierbei muss berücksichtigt werden, dass 
insbesondere bei morphometrischen Auswertungen auch subjektive Wahrnehmungen eine 
Rolle spielen und damit die Auswertung gleicher Präparate von zwei verschiedenen 
Experimentatoren niemals vollkommen übereinstimmt. Dies liegt vor allem daran, dass der 
Anteil positiv-gefärbter Fläche von der ‒ in der Regel ‒ schwachen, Hintergrundfärbung 
abgegrenzt werden muss und der hier festgelegte Schwellenwert bei einem Schwarz-Weiß-
Bild mit verschiedenen Grauabstufungen der persönlichen Beurteilung unterliegt. Trotz dieser 
Einschränkung bei morphometrischen Auswertungen durch z. T. subjektive Einschätzungen 
unterschiedlicher Untersucher waren in den Studien (1. UUO im 
Knochenmarktransplantations-Modell C57BL/6-Wildtyp-Kontrolltiere (s. 4.1) vs. 2. UUO in 
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C57BL/6 IgG-behandelten Mäusen (2008, [38])  und 3. UUO in unbehandelten Wildtyp-
C57BL/6 Mäusen (s. 4.2)) bei gleichem genetischen Hintergrund die Fibrose-relevanten 
Parameter derart unterschiedlich, dass wir von einem anti-fibrotischen Effekt allein durch die 
Bestrahlung und die Transplantation der C57BL/6-Mäuse ausgehen können.  
Diese Beobachtung wird durch eine frühere Untersuchung gestützt, die zeigte, dass die 
Bestrahlung von Mäusen mit Alport-Syndrom das Überleben dieser Tiere verlängert [65]: 
Alport-Mäuse weisen einen genetischen Defekt im Gen für Kollagen 4a3 (Col4a3 knockout) 
auf, welches u. a. eine wichtige Komponente der renalen Basalmembran darstellt. Defekte 
beim Aufbau der glomerulären Basalmembran führen primär zu einem glomerulären Schaden 
mit nachfolgender Entstehung und Progression einer tubulointerstitiellen Fibrose. Im Alter 
von 10-12 Wochen versterben diese Tiere an Nierenversagen [65]. In der besagten Studie 
konnte jedoch gezeigt werden, dass die Mäuse der dort untersuchten Versuchsgruppen (alle 
Mäuse wurden bestrahlt und knochenmarktransplantiert) ein um 50 % verlängertes Überleben 
aufwiesen im Vergleich zu unbehandelten Alport-Mäusen. Bestrahlung von Mäusen mit 
nachfolgender Knochenmarktransplantation per se verleiht hier somit offenbar einen 
Überlebensvorteil [65].  
 
5.3  SV129-Mäuse sind signifikant anfälliger für eine UUO-induzierte renale 
Fibrose als C57BL/6-Mäuse 
 
Bei der Untersuchung insbesondere von mRNA-Daten konnte man feststellen, dass es 
signifikante Unterschiede in den Genexpressionen verschiedener Fibrose-, aber auch 
Inflammationsmarker zwischen SV129- und C57BL/6-Mäusen nach 5-tägiger UUO gab. 
Zumeist konnte dabei eine deutlich erhöhte Expression der Gene in den SV129-Kontrolltieren 
(IgG-behandelt) verglichen mit den C57BL/6-Kontrolltieren (Wildtyp) (s. Abb. 4.15 - Abb. 
4.23) nachgewiesen werden, welches auf einen signifikanten Einfluss des genetischen 
Hintergrundes der Mäuse bei der Entstehung von renaler Fibrose hinweist. Lu et al. 
untersuchten und verglichen kürzlich C57BL/6- und SV129-Mäuse hinsichtlich ihrer 
Suszeptibilität für die Entwicklung einer verschlechterten Nierenfunktion sowie einer renalen 
Inflammation und Fibrose im Modell der unilateralen renalen Ischämie-Reperfusion (IRI = 
ischemia-reperfusion injury) [66]. Dabei zeigte sich, dass sowohl zwei als auch vier Wochen 
nach IRI eine signifikante Reduktion der glomerulären Filtrationsrate (GFR) ebenso wie des 
renalen Blutflusses (RBF) bei den C57BL/6-Mäusen zu verzeichnen war. Bei den SV129-
Mäusen traten diese Veränderungen erst an Tag 28 nach IRI ein. Zudem zeigte sich, dass die 
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Expression von Kollagen I und -III, ebenso wie die renale Infiltration von 
Monozyten/Makrophagen und von Lymphozyten nach vier Wochen in den C57BL/6-Mäusen 
höher war als in den SV129-Mäusen [66]. Im Modell der 5/6-Nephrektomie mit fokaler sowie 
globaler Glomerulosklerose und hochdruckassoziiertem progressivem Verlust der 
Nierenfunktion wurden ebenfalls SV129- mit C57BL/6-Mäusen verglichen [67]. Dabei 
zeigten SV129-Mäuse einen deutlich erhöhten Blutdruck vier bis zwölf Wochen nach 
Durchführung der Nephrektomie, während C57BL/6-Mäuse keinen signifikanten Unterschied 
hinsichtlich ihres Blutdruckes aufwiesen. Auch bezüglich der Proteinurie und des Grades der 
Glomerulosklerose unterschieden sich beide Mausstämme deutlich voneinander. Letzteres 
konnte robust lediglich in den SV129-Mäusen induziert werden [67].  
Walkin et al. veröffentlichten kürzlich eine sehr umfassende Übersicht zur Rolle des 
genetischen Hintergrundes von Versuchsmäusen für die Fibrose-Anfälligkeit [68]. Es wurden 
hier die Ergebnisse zahlreicher bereits publizierter Fibrosestudien untersucht und damit 
unterschiedlichste Mausstämme, u. a. CD1-, FVB/NJ-, aber auch C57BL/6- und SV129-
Mäuse, hinsichtlich ihrer Empfänglichkeit für verschiedene Organ-Fibrosen (Leber-, Nieren-, 
Lungen-, Intestinal- und kardiale Fibrose) verglichen. Dabei zeigte sich, dass abhängig vom 
gewählten Krankheitsmodell C57BL/6-Mäuse entweder anfällig/empfänglich oder resistent 
für eine renale Fibrose waren. Für das Modell der reversiblen unilateralen Ureterobstruktion 
(rUUO) wurde beschrieben, dass sowohl C57BL/6- als auch C57BL/6J-Mäuse eine deutliche 
renale Fibrose entwickeln, wohingegen bei den C57BL/6-Mäusen im Modell der diabetischen 
Nephropathie eine Fibrose-Resistenz festzustellen war [68-71]. Auch für SV129-Mäuse zeigte 
sich eine Resistenz bei der Induktion von diabetischer Nephropathie, die derjenigen der 
C57BL/6-Mäuse vergleichbar war [68, 71].  
Zusammenfassend bestätigen die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse somit die vielseits 
dargestellten Abhängigkeiten vom gewählten Mausstamm bei der Induktion von 
Nierenfibrose und zeigen, dass SV129-Mäuse eine deutlich stärkere Suszeptibilität für eine 
UUO-induzierte Fibrose haben als C57BL/6-Mäuse.  
Im Hinblick auf die beobachteten Unterschiede im genetischen C57BL/6-Hintergrund 
(Reduktion von Nierenfibrose nach anti-PDGF-C-IgG-Behandlung [38] vs. keine Reduktion 
der Fibrose in PDGF-C-knockout-Mäusen im Knochenmarktransplantations-Experiment 
(Kontrolle knockout-Tier mit knockout-Knochenmark)) ist neben dem Einfluss der 
Bestrahlung per se auf die Fibroseinduktion (s. 5.2) zudem denkbar, dass der konstitutive 
knockout von PDGF-C einen adaptiven und auch kompensierenden Mechanismus als Antwort 
auf die Defizienz von PDGF-C einleitet, der C57BL/6-spezifisch ist. Unterstützt wird diese 
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Hypothese durch die Tatsache, dass die PDGF-C-Defizienz in SV129-Mäusen perinatal lethal 
ist [48], im gemischten C57BL/6-SV129-Hintergrund dagegen aber zu keinem 
offensichtlichen Phänotyp führt [38].  
 
5.4 Mäuse mit unterschiedlichen genetischen Hintergründen weisen 
Differenzen in den Blutparametern auf 
 
Unterschiede für einzelne Blutparameter können zwischen verschiedenen Inzuchtstämmen bei 
Mäusen auftreten und sind möglicherweise auf stammspezifische Genmutationen, die für die 
Synthese von Hämatopoese-assoziierten Peptiden verantwortlich sind, zurückzuführen, oder 
auf den genetischen Hintergrund der Mausstämme [72]. Doch ebenso kann das Geschlecht 
einen Einfluss auf einzelne Blutwerte haben [73]. In der aktuellen Arbeit konnten wir 
signifikante Unterschiede bei einzelnen Parametern auch zwischen C57BL/6- und SV129-
Mäusen nach Fibroseinduktion feststellen. C57BL/6-Wildtyp-Mäuse zeigten signifikant 
höhere Thrombozyten-Werte im Vergleich zu den IgG-behandelten SV129-Mäusen (1209,83 
vs. 824 x 103 Thrombozyten/µl) 5 Tage nach Induktion einer Nierenfibrose (s. Abb. 4.25 E 
und F). Auch bei den Leukozyten-Werten zeichnete sich ein Trend ab (s. Abb. 4.25 A und B). 
Innerhalb der beiden Versuchsgruppen vor jeweils gleichem genetischen Hintergrund 
(C57BL/6: PDGF-C-wt vs. ko bzw. SV129: irrelevantes IgG vs. anti-PDGF-C-IgG) fanden 
sich jedoch keine signifikanten Unterschiede (s. Abb. 4.25). Eine mögliche Schlussfolgerung 
dafür könnte sein, dass die PDGF-C-Defizienz in der renalen Fibrose keine Auswirkungen auf 
die untersuchten Blutparameter hat. 
Neben dem Einfluss des genetischen Hintergrundes konnten auch Auswirkungen der UUO 
per se auf Blutparameter aufgezeigt werden. C57BL/6-Mäuse, die einer myeloablativen 
Ganzkörperbestrahlung, Knochenmarktransplantation und UUO unterzogen wurden, wiesen 
keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Behandlungsgruppen (wt 
Maus/ ko KM; ko Maus/ wt KM; wt Maus/ wt KM; ko Maus/ ko KM) auf (s. Abb. 4.12), 
wobei die Werte für bspw. Erythrozyten und Thrombozyten aber vergleichbar mit denen der 
unbehandelten C57BL/6-Wildtyp Mäuse waren (s. Abb. 4.13). Die Leukozyten-Werte der 
transplantierten und fibrotischen Tiere lagen jedoch deutlich über den Werten der 
unbehandelten Mäuse (s. Abb. 4.12 A vs. Abb. 4.13 A). Da mit einer UUO-induzierten 
Fibrose nicht nur eine erhöhte Matrixakkumulation einhergeht, sondern ebenso eine 
vorgeschaltete und parallele Inflammation auftritt, sind erhöhte Leukozyten-Werte in diesem 
Modell zu erwarten.  
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Einen weiteren Hinweis darauf, dass sich die Blutparameter bei induzierter Nierenfibrose 
verändern, liefert ein Vergleich der unbehandelten C57BL/6-Mäuse (s. Abb. 4.13) mit den 
C57BL/6-Mäusen, die einer UUO unterzogen worden sind (s. Abb. 4.25 A, C und E). Hier 
finden sich signifikant erhöhte Erythrozyten- und Hämatokrit-Werte zwischen den 
unbehandelten C57BL/6-Wildtyp- vs. unbehandelten PDGF-C-defizienten Mäusen (s. Abb. 
4.13 B und C), nicht aber nach Induktion einer renaler Fibrose (s. Abb. 4.25 C). Ein 
möglicher Grund für diesen Unterschied ist neben der induzierten Fibrose möglicherweise die 
Tatsache, dass es sich bei den gesunden Tieren um weibliche Mäuse, bei den fibrotischen 
Tieren allerdings um Mausböcke handelte. Wirth-Dzieciolowska et al. konnten vor kurzem 
zeigen, dass bei verschiedenen Mausstämmen unterschiedliche Blutparameter deutlich 
zwischen männlichen und weiblichen Labormäusen differierten [72]. Somit ist denkbar, dass 
das Geschlecht der Mäuse auch hier eine Rolle spielt. 
Schließlich muss bei der Betrachtung der Blutparameter und Vergleich der 
knochenmarktransplantierten Mäuse mit anderen Gruppen berücksichtigt werden, dass es sich 
bei den Mäusen im Knochenmarktransplantations-Modell um männliche Empfänger-Tiere 
und weibliche Spendertiere handelt, und damit um chimäre Mäuse im Hinblick auf „das 
Geschlecht des hämatopetischen Systems“. Wenn die signifikanten Unterschiede zwischen 
unbehandelten C57BL/6-Wildtyp- und PDGF-C-defizienten Mäusen auf das Geschlecht 
zurückzuführen sind, so sind merkbare Unterschiede im Knochenmarktransplantations-
Modell möglicherweise durch den Chimärismus überdeckt. 
 
5.5 Kein eindeutiges Ergebnis im Hinblick auf die Frage, ob intrinsisches, 
renales PDGF-C oder PDGF-C aus dem hämatopoetischen System 
maßgeblich zur renalen Fibrose beiträgt 
 
Die Beantwortung der initialen Frage, ob eher renales, intrinsisches PDGF-C oder PDGF-C 
aus dem hämatopoetischen System, also z. B. von Knochenmark-abstammenden 
Makrophagen maßgeblich zum Ausmaß der Fibrose beiträgt, konnte in dieser Arbeit nicht 
vollständig und sicher beantwortet werden. Im Knochenmarktransplantations-Modell, das zur 
Lösung der Frage beitragen und darüber Aufschluss geben sollte, gab es zwischen den vier 
verschiedenen Gruppen und dabei insbesondere zwischen der Gruppe mit ausschließlich 
zirkulierendem PDGF-C (ko Maus/ wt KM) und derjenigen mit nur intrinsischem PDGF-C 
(wt Maus/ ko KM) keine signifikanten Unterschiede beim Ausmaß der UUO-induzierten 
renalen Fibrose und renalen Inflammation. Eine Möglichkeit besteht deshalb darin, 
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anzunehmen, dass weder das intrinsische PDGF-C noch das PDGF-C aus dem 
hämatopoetischen System in dominanter Weise an der Fibrose-Enstehung teilnimmt, sondern 
dass beide PDGF-C-Quellen in gleichem Ausmaß beteiligt sind. Ganz eindeutig kann dies 
nicht beantwortet werden, da sich auch das Ausmaß der Fibrose in den Kontrollgruppen (wt 
Maus/ wt KM → hohe Fibrose erwartet; ko Maus/ ko KM → niedrige Fibrose erwartet) nicht 
unterschied. Eine deutlich reduzierte renale Fibrose wurde von Eitner et al. im UUO-Modell 
in PDGF-C-defizienten Mäusen sowie nach Gabe von anti-PDGF-C-IgG in Wildtyp-Mäusen 
im Vergleich mit entsprechenden Kontrollen festgestellt, und konnte deshalb auch in unserem 
Versuchsansatz in den PDGF-C-defizienten Kontrollen erwartet werden [38]. Ein Grund für 
die fehlenden Unterschiede zwischen den Kontrollen im Transplantations-Modell könnten, 
wie oben (s. 5.2) diskutiert, Effekte der Bestrahlung und Knochenmarktransplantation auf die 
Fibrose-Induktion per se gewesen sein. Daneben ist, wie in 5.3 diskutiert, denkbar, dass der 
konstitutive knockout von PDGF-C einen adaptiven und auch kompensierenden Mechanismus 
als Antwort auf die Defizienz von PDGF-C einleitet, der C57BL/6-spezifisch ist, und dazu 
führt, dass vor diesem genetischen Hintergrund PDGF-C-Defizienz in der renalen Fibrose 
keine Rolle spielt.  
Ein anderer, interessanter Aspekt wurde bei den Knochenmarktransplantations-Experimenten 
durch die β-Galaktosidase-Färbung (X-Gal-Färbung) aufgezeigt. Nur Zellen, die aus      
PDGF-C-defizienten Mäusen stammen, exprimieren diesen Marker. In der Transplantations-
Kombination „wt Maus/ ko KM“ (s. Abb. 4.11 A) konnten in dieser Gruppe, die 
ausschließlich intrinsisches PDGF-C aufwies, keine infiltrierenden Zellen mit PDGF-C-
Defizienz aus dem Knochenmark nachgewiesen werden. Da wir jedoch nachweislich in dieser 
Gruppe eine Infiltration von Makrophagen in das renale Gewebe feststellen konnten (s. Abb. 
4.9 und 4.10), muss es sich bei diesen um PDGF-C-positive Makrophagen aus residenten 
Monozyten handeln. Dies ist ein Hinweis darauf, dass in UUO-induzierter renaler Fibrose das 
PDGF-C aus Knochenmark-stammenden Zellen möglicherweise keine, oder nur eine 
untergeordnete Rolle spielt. 
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6  Zusammenfassung 
 
Aktuelle Untersuchungen haben gezeigt, dass der Wachstumsfaktor PDGF-C eine zentrale 
pro-fibrotische Rolle bei der Entstehung von Nierenfibrose spielt.  
Ein wichtiges Ziel, insbesondere im Hinblick auf zukünftige, gezieltere therapeutische 
Ansätze, waren deshalb a) Untersuchungen zur Frage nach der Herkunft des pro-fibrotischen 
PDGF-C in der Niere. Entsprechende Versuche, ob gewebsständiges, intrinsisches, oder aber 
zirkulierendes PDGF-C und somit direkt vom Knochenmark-abstammende-, PDGF-C-
exprimierende Makrophagen einen Beitrag zur renalen Fibrose haben, gab es bislang nicht. 
Zudem gab es b) bislang keine Untersuchungen zur Rolle des genetischen Hintergrundes für 
den Erfolg einer PDGF-C-Inhibition. In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, erstere 
Frage in PDGF-C-defizienten Mäusen sowie Wildtyp-Geschwistertieren durch 
wechselseitige Knochenmarktransplantation mit anschließender Nierenfibrose-Induktion zu 
beantworten. Die Frage nach der Rolle des genetischen Hintergrundes wurde in PDGF-C-
defizienten C57BL/6- und PDGF-C-antagonisierten SV129-Mäusen nach Fibroseinduktion 
untersucht. Die zentralen Ergebnisse dieser Arbeit sind: 
1) Unabhängig vom experimentellen Ansatz konnte in allen Tieren mit unilateraler 
Ureterobstruktion eine erfolgreiche Induktion renaler Fibrose mit einer Hochregulation von 
Entzündungsmarkern nachgewiesen werden. Die Mäuse mit genetischem SV129-
Hintergrund zeigten allerdings eine deutlich stärkere Suszeptibilität als C57BL/6-Mäuse. 
2) Die Werte einzelner Blutparameter waren nach Induktion von Nierenfibrose 
unterschiedlich zwischen SV129- und C57BL/6-Mäusen. Defizienz oder Antagonismus von 
PDGF-C hatte auf diesen Unterschied keinen Einfluss.  
3) Der Vergleich des Ausmaßes der induzierten Fibrose in Nieren von Knochenmark-
transplantierten C57BL/6-Mäusen mit denen aus nicht-bestrahlten/nicht-transplantierten 
C57BL/6-Tieren legt den Schluss nahe, dass sich Ganzkörperbestrahlung und/oder 
Knochenmarktransplantation per se inhibierend auf Nierenfibroseentstehung durch 
unilaterale Ureterobstruktion auswirkt. 
4) Die Frage nach dem jeweiligen Anteil von intrinsischem, renalen PDGF-C versus    
PDGF-C aus dem hämatopoetischen System an der Entstehung von renaler Fibrose im 
Modell der unilateralen Ureterobstruktion konnte aufgrund mehrerer Besonderheiten in dem 
gewählten experimentellen Ansatz nicht eindeutig beantwortet werden. Zu diesen 
Besonderheiten gehörte im Knochenmarktransplantations-Experiment a) eine verminderte 
Fibroseentstehung im C57BL/6-genetischen Hintergrund, b) eine reduzierte Fibrose durch 
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Bestrahlung/Knochenmarktransplantation per se, sowie c) möglicherweise Auswirkungen 
eines Chimerismus beim „Geschlecht des Knochenmarks“ auf das Ausmaß der Fibrose. 
Das Nachverfolgen (tracking) von PDGF-C-defizienten Zellen durch einen β-Gal-Reporter 
im Knochenmarktransplantations-Experiment legt allerdings in Kombination mit 
immunhistologischen Untersuchungen zur renalen Infiltration von Makrophagen den 
Schluss nahe, dass PDGF-C aus mobilisierten Makrophagen aus dem Knochenmark keine 
oder nur eine geringe Rolle bei der Fibrose-Induktion in der Niere spielt. Dagegen scheint 
die Aktivierung residenter, PDGF-C-exprimierender Monozyten/Makrophagen entsprechend 
wichtiger zu sein. 
Die in dieser Arbeit erhobenen Daten geben Anlass dazu, in weiterführenden Versuchen das 
Knochenmarktransplantations-Modell in einem anderen Mausstamm als dem reinen 
C57BL/6-Hintergrund durchzuführen und somit, im Sinne eines spezifischeren 
Therapieansatzes, der anteiligen Rolle des renalen versus hämatopoetischen PDGF-C an der 
Fibroseentstehung weiter auf den Grund zu gehen.  
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8  Anhang 
8.1  Abkürzungsverzeichnis 
 
α   Alpha 
α-SMA  α-smooth muscle actin 
β   Beta 
γ   Gamma 
∆   Delta 
µ   Mikro 
µg   Mikrogramm 
µl   Mikroliter 
µm   Mikrometer 
A   Adenin 
ABC   AB-complex (AB-Komplex) 
Abb.   Abbildung 
A. dest.  Aqua destillata 
A. iniect.  Aqua ad iniectabilia 
Akt/PKB  Proteinkinase B 
BCA   bicinchoninic acid 
bp   Basenpaar(e) 
BSA   Bovine Serum Albumin 
bspw.   beispielsweise 
bzw.   beziehungsweise  
C   Celsius 
C   Cytosin 
Ca2+   Calcium 
CCL   chemokine (C-C motif) ligand  
CCR   chemokine (C-C motif) receptor  
cDNA   complementary DNA (komplementäre DNS) 
CH   Schweiz 
CKD   chronic kidney disease (chronische Nierenerkrankung) 
cm   Zentimeter 
cm2   Quadratzentimeter 
Ct   cycle threshold (Schwellenwert) 
CUB   complement C1r/C1s, Uegf, Bmp1 
DAB   3,3´-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid-Hydrat 
d. h.   das heißt 
DK   Dänemark 
dL   Deziliter 
DMEM  Dulbecco´s Modified Eagle Medium 
DMF   Dimethylformamid 
DNA    deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure = DNS) 
dNTP   Desoxyribonukleosidtriphosphat 
ECL   enhanced chemiluminescence 
ECM   extracellular matrix (extrazelluläre Martrix) 
EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure bzw. Ethylendiamintetraacetat 
e.g.   exempli gratia (zum Beispiel) 
EGTA   Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N′,N′-tetraessigsäure 
ESRD   end-stage renal disease 
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et al.   et alii/ae (und andere) 
etc.    et cetera   
FAK   Focal Adhesion Kinase 
FBS   fetales bovines Serum 
FELASA  Federation of European Laboratory Animal Science Associations 
FR   Frankreich 
FRET   Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer 
forw.   forward 
g   Gramm 
G   Gauge 
G   Guanin 
GAPDH  Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
GFR   glomeruläre Filtrationsrate 
GoI   Gene of interest 
Gy   Gray 
H2O2   Wasserstoffperoxid 
HCl   Salzsäure 
HRP   horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase) 
IgA   Immunglobulin A 
IgG   Immunglobulin G 
i.p.   intraperitoneal 
IRI   ischemia reperfusion injury  
i.v.   intravenös  
IZKF   Interdisziplinäres Zentrum für Klinische Forschung 
JAK   Januskinase 
JE   CCL2 (C-C motif chemokine 2) 
JNK   c-Jun N-terminale Kinase 
JPN   Japan 
K3Fe(CN)6  Kaliumhexacyanidoferrat(III) 
K4Fe(CN)6  Kaliumhexacyanidoferrat(II) 
kb   Kilo-Basenpaar 
kDa   Kilo-Dalton 
KDIGO  Kidney Disease: Improving Global Outcomes 
KG   Körpergewicht 
kg   Kilogramm 
KM   Knochenmark 
KMT   Knochenmarktransplantation 
ko   knockout 
L   Liter 
m   Meter  
M   Mol 
m2    Quadratmeter 
MAPK  mitogen-activated protein-kinase 
MCP-1  Monocyte chemotactic protein 1; Monocyte chemoattractant protein 1 
MERM  merlin and the ezrin/radixin/moesin 
mg   Milligramm 
MgCl2   Magnesiumchlorid 
min.   Minute(n) 
ml   Milliliter 
mM   Millimolar 
M-MLV-RT  Moloney Murine Leukemia Virus-Reverse Transkriptase 
Anhang 
 
 104
mm   Millimeter 
mRNA  messenger RNA 
MT-Sp1  Membrane-type serine protease 1 
n   Anzahl 
NaCl   Natriumchlorid 
NiCl2   Nickelchlorid 
ng   Nanogramm 
NHERF  Na+/H+ exchanger regulatory factor  
NL   Niederlande 
nm   Nanometer 
NP-40   Tergitol NP-40 
n. s.    nicht signifikant 
p70S6K  p70 ribosomal S6 kinase alpha 
PAGE   Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PAS   Periodic acid-Schiff 
PBS   phosphate buffered saline (phosphatgepufferte Salzlösung) 
PCR   Polymerase Chain Reaction (Polymerase-Kettenreaktion) 
PDGF   Platelet-Derived Growth Factor 
PDGFR  Platelet-Derived Growth Factor Receptor 
PI3K   Phosphatidylinositol-3-Kinase 
PI(4,5)P2   Phosphatidyinositol 4,5-bisphosphat 
PKC   Proteinkinase C  
PLC-γ   Phospholipase C- γ 
Pp   Polypropylen 
qPCR   quantitative PCR (quantitative PCR) 
RANTES regulated upon activation normal T cell espresse and presumably 
secreted 
RAS   Rat sarcoma 
RBF   renaler Blutfluss 
rev.    reverse 
RNA   ribonucleic acid (Ribonukleinsäure) 
rpm   revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute = UpM) 
RT-PCR  Reverse Transkriptase-Polymerase Chain Reaction 
rUUO   reversible UUO (reversible UUO) 
RWTH  Rheinisch-Westfälische Technische Hochschule 
s.   siehe  
SDS   sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat) 
STAT   Signal Transducers and Activators of Transcription 
Std.   Stunde 
T   Thymin 
Tab.   Tabelle 
TAE   Tris-Acetat-EDTA 
Taq   Thermus aquaticus 
TBI   total-body irradiation 
tPA   tissue-type plasminogen activator 
TTBS Tris-buffered saline and Tween (Tris-gepufferte Salzlösung und 
Tween) 
Tyr   Tyrosin 
U   Unit ( = Einheit) 
u. a.   unter anderem 
uPA   urokinas-type plasminogen activator 
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USA   United States of America (Die Vereinigten Staaten von Amerika) 
UUO   unilaterale Ureterobstruktion 
UV   Ultraviolett 
V   Volt 
v. l.   von links 
vs.   versus (versus) 
VSMC   vascular smooth muscle cells 
wt   wildtyp  
x   -fach 
x    mal 
z.B.   zum Beispiel 
z. T.   zum Teil 
%   Prozent 
°   Grad 
+   Plus 
-   Minus 
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